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Summary 
The physiological and ultrastructural responses to both osmotic and desiccation stress 
were investigated in the antarctic green alga Prasiola crispa ssp. amarctica (Kutzing) 
Knebel. 
Following 14 days of hypoosmotic culture (0.350100 and 170100) rates of growth, 
photosynthesis and dark respiration remained almost unchanged. Similary the 
intracellular ionic content was little affected, and the organic osmolyte content was 
only slightly reduced. Turgor pressure increased up to Ca. 2,l  MPa, but the strong 
cell walls prevented the cells from rupturing. No obvious change in ultrastructure was 
Seen. 
The single chloroplast occupied most of the protoplast volume. After prolonged 
periods of hypoosmotic treatment (1 to 3 months) the numerous starch granules m the 
chloroplast became larger. No obvious damage could be Seen after hypoosmotic 
cultivation for several months, or after retuming such cultures back to control media 
(350100). 
14 days cultivation in hypersaline media ( 7 0 ~ 1 ~  and 1750100) resulted in a decrease of 
growth, photosynthesis and dark respiration. After transfer back to 350100 these 
parameters quickly retumed to control rates. 
The inorganic ion content increased under salinity stress (mainly K+ and HP042-, to a 
lesser extent Na+ NH,+ and Cl-), and reached their highest values in 7@/00 media. The 
contents of Ca" and Mg" remained unchanged. Organic osmolytes (mainly sorbitol) 
showed highest intracellular concentrations in 17501~. At all salinities the cells 
contained about 100 pmollg freshweight free amino-acids, the portion of proline was 
30 - 50%. 
After 1-2 days in 7 0 ~ 1 ~  media vacuoles in the cytoplasm were visible, whilst their 
occurence took 1 week in 1750100. The starch granules in the chloroplasts were 
degraded slowly, presumably the degradation was faster in 1750100 than in 7 h .  After 
2-3 month of hyperosmotic treatrnent no starch granules were left. The thalli died 
after 3 - 5 months (175~100 and 70J100 resp.). 
Photosynthesis and dark respiration declined immediately after emersion and rates 
were restored soon after reimmersion. Thalli survived 14 days of Storage in 50% rel. 
humidity, but the growth rate in the following culture was reduced. Besides the loss 
of water, there is some evidence for an separate influence of the desiccation time on 
growth rate. If the water loss was not gfeater than 90% of total cell water no obvious 
damage occured. 
The ultrastructure of the cells, especially the membranes, were apparently not injured 
by water loss. The outer cell walls have a "false cuticle", which is obviously 
deposited from lipophilic globules in the cytoplasm. 
The measured physiological and ultrastructure parameters and their relevance to the 
antarctic habitat is discussed. 
An der antarktischen GrÃ¼nalg Prasiola crispa ssp. antarctica (KÃ¼tzing Knebel 
wurden die physiologischen Reaktionen auf osmotischen StreÃ und Austrocknung im 
Vergleich zu ultrastrukturellen VerÃ¤nderunge untersucht. 
Nach 14-tÃ¤gige Kultur in erniedrigten SalinitÃ¤te (0,3501~1 bis 3501~1) zeigten sich 
relativ unverÃ¤ndert Raten fÅ¸ Wachstum, Photosynthese und Atmung. Die 
intrazellulÃ¤re Ionengehalte blieben fast konstant, die organischen Osmotika waren 
etwas reduziert. Der Turgor stieg dabei auf Ca. 2 , l  MPa, ZellschÃ¤de wurden aber 
durch die dicken ZellwÃ¤nd verhindert. Auch in der Ultrastruktur waren keine 
deutlichen VerÃ¤nderunge sichtbar. 
Nach lÃ¤ngere Kulturhaltung wurden im Chloroplasten, der den grÃ¶ÃŸt Teil des 
Protoplasten einnimmt, vermehrt StÃ¤rkekÃ¶m sichtbar. Eine SchÃ¤digun des Thallus 
trat auch nach mehrmonatiger Kultur oder nach RÃ¼ckfÃ¼hru in Kontrollbedingungen 
( 3 5 h )  nicht auf. 
Bei 14-tÃ¤gige Kultur in hÃ¶here SalinitÃ¤te ( 3 5 h  bis 17501~1) nahmen Wachstum, 
Atmung und Photosynthese stark ab; diese Leistungen waren aber nach RÃ¼ckfÃ¼hru 
in Kontrollbedingungen schnell wieder normalisiert. 
Die Ionengehalte stiegen unter SalzstreÃ an (hauptsÃ¤chlic K+ und HP042-, weniger 
Na+, NH4+ und Cl-) und erreichten die hÃ¶chste Werte in 70Â¡/oo Die Gehalte an Mg'+ 
und Ca^ blieben unverÃ¤ndert Die organischen Osmotika (hauptsÃ¤chlic Sorbit) hatten 
in 17501~1 den hÃ¶chste Wert. In allen SalinitÃ¤te waren Ca. 100 pmol1gFg freie 
AminosÃ¤ure nachweisbar, davon betrug der Prolin-Anteil 30-50%. 
In 70"Ioo bildeten sich nach wenigen Tagen Vakuolen im Cytoplasma, in 175@/~1 
begann die Vakuolenbildung erst nach 1 Woche. Die StÃ¤rk in den Chloroplasten 
wurde relativ langsam abgebaut, der Abbau war vermutlich in 17501~1 etwas schneller 
als in 70ÃˆIoo Nach mehrmonatiger Kultur waren keine StÃ¤rkekÃ¶rn mehr 
nachweisbar, die Thalli starben nach 3 (17501~1) bis 5 Monaten (~@/RI)  ab. 
Durch die Austrocknung der Thalli von P. crispa wurden Photosynthese und Atmung 
sofort stark reduziert, nach der Wiederbenetzung erholten sich beide rasch. Die Thalli 
ertrugen 14-tÃ¤gig Trocknung bei 50% rF, die Wachstumsrate war dann jedoch stark 
reduziert. Es gab vermutlich einen EinfluÃ der Trocknungsdauer auf die 
Wachstumsrate, welcher vom Wasserverlust unabhÃ¤ngi war. Der maximal tolerierte 
Wasserverlust betrug 90% des Zellwassers. 
Die Ultrastruktur der Zellen, insbesondere die Membransysteme, wurden durch den 
Wasserverlust anscheinend nicht beeintrÃ¤chtigt Die Zellwand besitzt eine "falsche 
Kutikula", die offenbar von lipophilen Globuli im Cytoplasma abgegeben wird. 
Die Ãœbereinstimmun von physiologischen Leistungen und Ultrastruktur, sowie der 
Bezug beider zum antarktischen Habitat werden diskutiert. 
1.1.  Osmotischer Strei3 und Austrocknung bei Algen 
In AbhÃ¤ngigkei von ihrem Habitat kann eine Alge verschiedenen SalinitÃ¤te 
ausgesetzt sein. Im sublitoral liegen im allgemeinen sehr ausgeglichene VerhÃ¤ltniss 
vor, die SalinitÃ¤ ist dort fast konstant (TAIT, 1971). Je hÃ¶he im Litoral die Alge 
wÃ¤chst desto stÃ¤rke werden die SalinitÃ¤tsschwankungen denen sie ausgesetzt ist 
(den HARTOG, 1968). In GezeitentÃ¼mpel steigt durch die Verdunstung des Wassers 
der Salzgehalt an, bis im Extremfall eine gesÃ¤ttigt SalzlÃ¶sun entstanden ist. Durch 
den Eintrag von Regen oder OberflÃ¤chenwasse kann es aber auch zu einer AussÃ¼ÃŸu 
des Milieus bis zu SÃ¼ÃŸwasser-Bedingung kommen. Diese Schwankungen im 
Salzgehalt sind im Supralitoral, wo die Alge nur gelegentlich von Salzgischt oder 
SÃ¼ÃŸwass benetzt wird, am stÃ¤rksten 
ErhÃ¶h sich die SalinitÃ¤ des umgebenden Milieus, so bedeutet dies fÃ¼ die darin 
lebenden Algen eine Erniedrigung des Wasserpotentials. Da die AuÃŸenkonzentratio 
aller Ionen erhÃ¶h ist, verschieben sich auch die Konzentrationsgradienten zwischen 
Algenzellen und AuÃŸenmilieu Dies bedeutet einerseits eine stÃ¤rker Belastung durch 
schÃ¤dlich Ionen (besonders Na+), andererseits ist auch das Angebot an "nÃ¼tzlichen 
Ionen (besonders K+) erhÃ¶ht Selektive Ionenaufnahme durch den Protoplasten kann 
dabei zu einer VerÃ¤nderun der internen IonenverhÃ¤ltniss fÃ¼hre (KIRST, 1990). 
Im Supra- und Eulitoral kommt es durch trockene Witterung oder Ebbe zu einem 
zeitweisen Trockenfallen der Algen. Durch die Austrocknung wird das 
Wasserpotential der Algen ebenfalls erniedrigt. In dieser Hinsicht stellen erhÃ¶ht 
SalinitÃ¤ und Austrocknung vergleichbare Stressoren dar (SMITH et al., 1986). Die 
Ionenkonzentrationen in den Algen steigen durch den Wasserverlust an. Da aber mit 
der Umgebung kein Ionenaustausch mehr stattfinden kann, bleibt das Konzentrations- 
VerhÃ¤ltni der einzelnen Ionen zueinander unverÃ¤ndert 
Bei den Algen kalter LebensrÃ¤um kommt das Einfrieren als weiterer, ebenfalls das 
Wasserpotential erniedrigender StreÃŸfakto hinzu (DAVEY, 1989). Hier kÃ¶nne 
zusÃ¤tzlic mechanische SchÃ¤de durch Eiskristallbildung auftreten. 
Die FÃ¤higkei einer Alge, die verschiedenen Stressoren zu ertragen oder ihnen 
gegenzusteuern, begrenzt ihr Habitat (LUNING; 1985). 
Erste Untersuchungen zur osmotischen Toleranz von Algen wurden schon 1938 und 
1939 von BIEBL durchgefÃ¼hrt Seitdem ist der EinfluÃ verschiedener SalinitÃ¤te auf 
Algen sowohl im Freiland als auch unter Laborbedingungen vielfaltig untersucht 
worden (hierzu ist 1990 ein umfassender Ãœbersichtsartike von KIRST erschienen). 
Beliebte Objekte fÃ¼ diese Untersuchungen waren einzellige Algen wie die Gattungen 
Tetraselmis (Platymonas) (HELLEBUST, 1976; KIRST, l977a, b,c) , Chlorella 
(MUNNS et al., 1983) oder Dunaliella (HAJIBAGHERI et al., 1986). Die letzte 
Gattung weist extrem halophile Vertreter auf (BROWN & BOROWITZKA, 1979). 
~ o f e m  diese Algenarten keine ~ellwand besitzen, bewirken SalinitÃ¤tsÃ¤nderung eine 
VerÃ¤nderun des Zellvolumens durch passiven Wasserein- oder Ausstrom 
(Osmometerverhalten; KIRST, 1985). 
Makroalgen dagegen verfÅ¸ge Ã¼be eine Zellwand, in ihren Zellen besteht daher ein 
Turgordruck. Umfangreiche Untersuchungen an sublitoralen Algen zeigten, daÂ diese 
ihren Turgor dem umgebenden Medium anpassen kÃ¶nne (HASTINGS & 
GUTKNECHT, 1976; BISSON & KIRST, 1979; KIRST & BISSON, 1979). Auch 
, bei Algen des Eulitorals wie Codium decom'catum (BISSON & GUTKNECHT, 1975) 
oder Porphyra umbilicalis (KNOTH & WIENCKE, 1984; WIENCKE et al., 1984) 
wurde der Turgordruck (Codium) oder das Cytoplasmavolumen (Porphyra) nach 
verÃ¤nderte SalinitÃ¤ vollstÃ¤ndi reguliert. 1983 wurde von REED beobachtet, daÂ 
Polysiphonia lanosa, eine Alge die im Brackwasser von FluÃŸmÃ¼ndung wÃ¤chst 
ihren Turgor nur unvollstÃ¤ndi regulierte. Diese FÃ¤higkeit einen durch externe 
Bedingungen verÃ¤nderte Turgor lÃ¤ngerfristi zu ertragen, ist in der Folgezeit an 
vielen Algen festgestellt worden. Sie gilt heute als wichtige Anpassung an Standorte 
mit extremen oder schnell wechselnden SalinitÃ¤te (KIRST, 1990). Algen mit 
unvollstÃ¤ndige Turgorregulation finden sich hÃ¤ufi in Ã„stuare (YOUNG et al., 
1987b), aber auch im Supralitoral oder an atmophytischen Standorten (KLARSTEN & 
KIRST, 1989b). 
Beim osmotischen Schock verÃ¤nder zunÃ¤chs ein passiver Wasserstrom Turgor 
undloder Volumen der Zellen. Hypoosmotische ~chocks fÃ¼hre zu einem 
Wassereinstrom, was besonders bei wandlosen Zellen zum Zerreaen des Protoplasten 
fÃ¼hre kann. Umgekehrt schrumpft der Protoplast einer Zelle mit fester Zellwand bei 
hyperosmotischen Schocks und kann durch eine Plasmolyse beschÃ¤dig werden 
(KIRST, 1985). 
Die Turgor- oder Volumemegulation erfolgt Ã¼be eine aktive VerÃ¤nderun des 
osmotischen Potentials in den Zellen. Dadurch wird der Wassergehalt in den Zellen 
reguliert und die VerÃ¤nderunge durch den Schock werden kompensiert. Kurzfristig 
wird das osmotische Potential meist Ã¼be den Gehalt an anorganischen Ionen reguliert. 
Diese machen bei vakuolisierten Zellen den Ã¼berwiegende Teil des osmotischen 
Potentials aus und ihr Gehalt kann mit relativ geringem Energieverbrauch schnell und 
deutlich verÃ¤nder werden (BISSON & KIRST, 1979). FÃ¼ die lÃ¤ngerfristig 
Turgorregulation synthetisieren viele Algen niedermolekulare organische Substanzen. 
Diese liegen vor allem im Cytoplasma vor und sind dort weniger toxisch als 
anorganische Ionen (KIRST, 1990). 
Der Schock und die nachfolgende Regulation kÃ¶nne erhebliche Auswirkungen auf 
die Ultrastruktur der Zellen haben (TREZZI et al., 1965). Diese stehen im engen 
Zusammenhang mit den physiologischen VerÃ¤nderunge in den Zellen, sind aber 
bisher weniger gut untersucht worden. Von den Makroalgen wurden zwei Arten des 
Eulitorals nÃ¤he untersucht: Ulva lactuca (WEST & PITMAN, 1967) und Porphyra 
umbilicalis (WIENCKE & LAUCHLI, 1980; 1983; WIENCKE et al., 1984). 
1.2. Prasiola crispa 
Die thallÃ¶s GrÃ¼nalg Prasiola crispa (Lightfoot) Menegh. ist ein Kosmopolit. Ihre 
Verbreitung reicht von GrÃ¶nlan im Norden bis zur Antarktis im SÃ¼de 
(PANKOW et al., 1987). Sie wÃ¤chs vorzugsweise in KustennÃ¤he wurde aber auch in 
den mitteleuropÃ¤ische Gebirgen bis 3000 m HÃ¶h gefunden (KNEBEL, 1936). In der 
Antarktis lebt die Unterart Prasiola crispa ssp. antarctica (KÃ¼tzing Knebel, die dort 
eine der hÃ¤ufigste Algen ist (Abb. 1 + 2) (SCHOFIELD & AHMADJIAN, 1972). 
Sie gilt als ausgesprochen nitrophil und Guano-liebend. In der Literatur finden sich 
gelegentlich widersprÃ¼chlich Angaben zum Vorkommen von P. crispa in der 
Antarktis. WÃ¤hren BROADY (19890) und DAVEY (1989) P. crispa Ã¼berwiegen 
auf nÃ¤hrstoffreiche BÃ¶den wie beispielsweise Pinguin-BÃ¤nken angetroffen haben, 
fanden GREENE et al. (1967) sie auch bestandbildend in Schmelzwasseriiimpeln. 
Nach WAGNER & ZANEVELD (1988) lebt P. crispa ausschlieJ3lich atmophytisch. 
DarÃ¼be hinaus kommt P. crispa als Phycobiont der antarktischen Flechte Mastodia 
tesselata vor (KAPPEN et al., 1987), mÃ¶glicherweis existieren auch Mischformen 
zwischen der Flechte und freilebenden Prasiola-Thalli (HUISKES et al., pers. 
Mitteilung). 
Da die Taxonomie der Gattung Prasiola teilweise unsicher ist, sind auch 
Verwechselungen mit der SÃœBwasserar P. calophylla hÃ¤ufige vorgekommen 
(BROADY, 1989a). PANKOW et al. (1987) vermuteten, daÂ die von KNEBEL 
(1936) beschriebenen Unterarten P. crispa ssp. antarctica und ssp. eucrispa nur 
geographische Rassen von P. crispa darstellen. Die Familie der Prasiolaceae, deren 
einzige Gattung Prasiola ist, gehÃ¶r zur Ordnung der Ulvales (Chiorophyta) 
(BOLD & WYNNE, 1985). 
Abb. 1 : Fundorte von Prasiola crispa (*) in der Antarktis. 
Der Pfeil bezeichnet die Stelle, an der die Kulturen 
fÅ¸  die vorliegende Arbeit isoliert wurden. 
(VerMert nach: MEENE et a l , ,  1967; SMIELD S W, 1972; IIIEKKE S tm DIE&, 19%) 
Abb. 2: Prasiola crispa ssp. antarctica !+) am natÃ¼rliche Standort 
im Supralitoral der KÃ¶nig-Georg-Inse (vor der antarktischen 
Halbinsel) Aufnahne von PD Or. C, Kiencke 
Ãœbe die Ultrastruktur von P. crispa wurde bisher nichts verÃ¶ffentlicht es gibt aber 
eine sehr ausfÅ¸hrlich lichtmikroskopische Studie von KNEBEL (1936). Obwohl die 
lichtmikroskopische Analyse von P. crispa durch die dicken Ã¤uÃŸer ZellwÃ¤nd und 
die geringe ZellgrÃ¶Ã sehr erschwert wird, stimmen die Ergebnisse von KNEBEL gut 
mit den hier durchgefÃ¼hrte Untersuchungen Ã¼berein 
KNEBEL beschreibt 3 verschiedene Stadien: 
Status Hormidii, einfache Zellfaden; 
Status Schizogonii, BÃ¤nde mit 2-5 Zellreihen; 
Status Prasiolae, flÃ¤chige einschichtige Thalli. 
Die Zellen sind im Thallus in rechteckigen Feldern angeordnet. Im Zellinneren 
erkannte KNEBEL die groÃŸen sternfÃ¶rmige Chloroplasten mit dem stiirkeumhÃ¼llte 
Pyrenoid und die lateral liegenden Zellkerne. 
Neben der vegetativen Teilung der Thalli von P. crispa kommt auch die Vermehrung 
durch Akineten und Aplanosporen vor (KNEBEL, 1936). 
1 -3. Zur vorliegenden Arbeit 
Nach einem alten Lehrsatz besteht in biologischen Systemen 
"keine Struktur ohne Funktion 
und 
keine Funktion ohne Struktur". 
Es ist daher von besonderem Interesse, die Ultrastruktur einer Alge unter 
osmotischem StreÃ oder nach Austrocknung in bezug zu ihren physiologischen 
Funktionen zu setzen. Bei einer Alge des Supralitorals, die solch variablen 
Bedingungen in ihrem Lebensraum ausgesetzt ist wie P. crispa, darf man eine 
besondere Anpassungsf~gkeit an die oben genannten StreÃŸfaktore erwarten. Bisher 
wurden vergleichende ultrastrukturelle und physiologische Untersuchungen an einer 
solchen Alge noch nicht durchgefÃ¼hrt Die antarktische Unterart P. crispa ssp. 
antarctica ist darÃ¼be hinaus einem vielfaltigen KÃ¤ltestre ausgesetzt. Dieser kann 
einerseits als Reduktion des Wasserpotentials wirken, andererseits ist die 
AustrocknungsfÃ¤higkei eines Thallus ein wirkungsvoller Gefrierschutz. 
In dieser Arbeit wurden ultrastrukturelle VerÃ¤nderunge unter osmotischem StreÃ und 
nach Austrocknung dokumentiert. Sie wurden in bezug zu den gleichzeitig 
untersuchten physiologischen Ã„nderunge gesetzt. Dabei wurden folgende 
physiologische Parameter bearbeitet: 
* Die Wuchsraten in Medien verschiedener SalinitÃ¤te (0,3501~1 bis 17501~1) 
und in einer anschlieÃŸende Nachkultur (350/00). 
* Die Wuchsraten in 3501~1 nach vorausgegangener Trocknung der Algen 
(Trocknungsdauer: 1 Stunde bis 14 Tage). 
* Photosynthese und Atmung unter Salz- und TrockenstreÃ und nach der 
RÃ¼ckfÃ¼hru in Kontrollbedingungen (3501~1). 
* Der Wassergehalt und der Chlorophyllgehalt der Thalli. 
* Die intrazellulÃ¤re Konzentrationen von Ionen und organischen Substanzen 
unter SalzstreÃŸ sowie die Ionenkonzentrationen in der Zellwand. 
* Die elastische Verformung des Algenthallus nach osmotischem Schock. 
Diese Untersuchungen stellen auÃŸerde die Voraussetzung fÃ¼ weitere Forschungen 
zur Gefrierresistenz von Prasiola crispa ssp. antarctica dar. Einige Teile dieser 
Dissertation wurden bereits verÃ¶ffentlich oder befinden sich derzeit im Druck. 
Vorbemerkung: 
Um den methodischen Teil dieser Arbeit mÃ¶glichs Ã¼bersichtlic zu gestalten, wurden 
alle Rezepte fÃ¼ den Methodenteil in Anhang 1 (Seite 122 - 127) zusammengefasst. 
Aus dem gleichen Grunde wurden die Firmemachweise der verwendeten Verbrauchs- 
materialien in Anhang 2 (Seite 128 - 129) gesammelt. 
2.1. Algenmaterial 
Thalli von Prasiola crispa ssp. antarctica (KÃ¼tzing Knebel wurden 1986 im 
Supralitoral auf der KÃ¶nig-Georg-Insel Antarktis, isoliert (CLAYTON & 
WIENCKE, 1986) (vgl. 1.2.). Seitdem werden unialgale Stanunkulturen im 
Alfred-Wegener-Institut fÃ¼ Polar- und Meeresforschung in Bremerhaven gehalten. 
Die Algen wachsen bei o c  in belÃ¼ftete PES-Medium und werden durchgehend mit 
Ca. 25 pE/m2s beleuchtet. SÃ¤mtliche Versuchsmaterial stammte von diesen 
Stammkulturen. In der Kultur wurde nur das Stadium Prasiolae (vgl. 1.2.) 
beobachtet. 
2.2. Allgemeine Methoden 
2.2.1. Kulturbedingngea 
In Hannover wurden die Algen in einem KÃ¼hlschran bei 4 C  in I-Liter 
Erlenmeyerkolben kultiviert. Das Kulturmedium wurde stÃ¤ndi mit gefilterter Luft 
(0,2 pm Selectron-Filter) durchblasen, so daÂ leichte Turbulenzen im Kulturmedium 
die Thalli stÃ¤ndi bewegten. Durch zwei seitliche Fenster wurden die Kolben mit 
Ca. 70 pE/m2s beleuchtet (Osram NeonrÃ¶hre L36W11), die Lichtphase dauerte 16 
Stunden, die Dunkelphase 8 Stunden (WIENCKE & FISCHER, 1990). 
2.2.2. Kultur- und Versuchsmedien 
FÃ¼ alle Stammkulturen und alle Versuche zur Austrocknungsresistenz wurde 
PES-Medium (nach Provasoli : McLACHLAN , 1973) benutzt. Dieses Medium wurde 
im Alfred-Wegener-Institut hergestellt, in 10-Liter-Kanistern nach Hannover gebracht 
und dort bis zu seiner Verwendung bei 4O C gelagert. Es hatte eine SalinitÃ¤ von 3501~. 
Alle Versuche zur Salztoleranz wurden in dem kÃ¼nstliche Seewassermedium ASP,- 
(nach Provasoli: McLACHLAN, 1973; verÃ¤ndert durchgefÃ¼hrt Dieses Medium 
enthielt: 
NaN03 1.2 mM 
H3BO3 185,O pM 
K3PO4 47,O pM 
NqGlycerophosphat 31,7 pM 
SpurenelementlÃ¶sunge PI1 und SI1 
VitarninlÃ¶sun (vgl. Anhang 1) 
Hepespuffer 3,o mM, 
mit NaOH eingestellt auf PH 7,8 
Das Kulturmedium wurde vor der Verwendung fÃ¼ einige Tage bei 4~ belÃ¼ftet der 
pH-Wert muÃŸt in dieser Zeit hÃ¤ufige nachjustiert werden. Danach blieb er in allen 
Versuchen mit pH 7,8 Â 0, l  stabil. 
FÃ¼ die Einstellung verschiedener Salzkonzentrationen wurden die mit * 
gekennzeichneten Bestandteile von 0,Ol-fach (0,350100) bis 5-fach (17501~) variiert 
(WRIGHT et al., 1989). Dadurch wurden Ã¼be 99% der osmotisch wirksamen 
Substanzen verÃ¤nder (bezogen auf die 0.a. Normalkonzentration von 3501~). Das 
Angebot an Elementen mit DÃ¼ngerwirkun (NO, oder PO,), Vitaminen und 
Spurenelementen blieb aber konstant, um Mangelerscheinungen zu verhindern. 
Niedrigere Konzentrationen als 0,3501~ waren wegen der konstant gehaltenen 
Bestandteile nicht mÃ¶glich das 0,3501~ Medium hatte die gleiche OsmolaritÃ¤ wie 
SÃ¼ÃŸwasse B i Konzentrationen Ã¼be 17501~ fiel bei 4" C ein brÃ¤unliche Niederschlag 
aus. 
Wird die SalinitÃ¤ eines Kulturmediums im folgenden in %o angegeben, so handelt es 
sich um ein ASPu-Kulturmedium der entsprechenden SalinitÃ¤t dabei entspricht die 
normale Meerwasserkonzentration 3501~ (Normalmedium), Konzentrationen unter 
3501~  werden als hypoosmotisch oder hyposalin bezeichnet, Konzentrationen Ã¼be 
3 5 0 1 ~  als hyperosmotisch oder hypersalin. 
2.2.3. Bestimmung der Frischgewichte (Fs. und SFg) 
FÃ¼ die Analysen der Inhaltsstoffe, sowie fÃ¼ die Versuche zur Austrocknungstoleranz 
wurden die Thalli grÃ¼ndlic zwischen weichen PapiertÃ¼che trockengetupft und 
sofort gewogen. Das so ermittelte Gewicht wurde Frischgewicht (Fg) genannt. 
Vorversuche zeigten, daÂ das Trockentupfen offenbar mechanische SchÃ¤de am 
Thallus verursachen kann. Dies fÃ¼hrt gelegentlich zu geringeren Wachstumsraten 
unter Salzstrel3. Daher wurden die Thalli fÃ¼ die Bestimmung der Wachstumsraten in 
den SalinitÃ¤tsversuche nicht trockengetupft, sondern in einem kleinen 
GewebesÃ¤ckche in einer Haushalts-Salatschleuder standardisiert trockengeschleudert. 
Das ermittelte Gewicht wurde als "Schleuder-Frischgewicht" (SFg) bezeichnet, es lag 
um 25% hÃ¶he als das entsprechende Fg. Diese WÃ¤gunge wurden 5 mal wiederholt 
und waren gut reproduzierbar; die Standardabweichung 5 paralleler WÃ¤gunge lag 
unter 5% des SFg. Da aber bei dieser Methode immer ein kleiner Anteil 
Kulturmedium am Thallus haften blieb, konnte sie fÃ¼ die Versuche zur 
Austrocknungstoleranz nicht benutzt werden. 
2.2.4. Bestimmung der Trockengewichte (Tg. Tr und org. Tr) 
FÃ¼ die Versuche zur Austrocknungstoleranz wurden trockengetupfte Thalli iÃ¼ 
unterschiedliche Zeiten bei 4 " ~  und Ca. 50% relativer Luftfeuchtigkeit getrocknet. 
Das danach ermittelte Gewicht wurde als Trocknungsgewicht (Tg) bezeichnet. Um 
den EinfluÃ der Trocknungsdauer vom EinfiuÂ des Wasserverlustes unterscheiden zu 
kÃ¶nnen wurde in einer grokn Deckelschale die rel. Luftfeuchtigkeit mit Silicagel 
oder feuchten PapiertÃ¼che stark erniedrigt bzw. erhÃ¶ht Die Thalli lagen dabei in 
PetrischÃ¤iche und hatten keinen Kontakt zu den Beigaben. 
Zur Bestimmung des absoluten Gewebe-Trockengewichtes (Tr) wurden die Thalli bei 
8 0 O ~  fÃ¼ mindestens 10 Stunden bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die Differenz 
aus Frischgewicht (Fg) und Gewebe-Trockengewicht (Tr) gibt den Wassergehalt der 
Thalli an (Zellwasser). Vermindert man das Gewebe-Trockengewicht (Tr) um das 
Gewicht der separat bestimmten Ionen (vgl. 2.2.8.), so ergibt sich das organische 
Trockengewicht (org . Tr). 
2.2.5. Bestimmung der Wachstumsraten (RGR und WR1 
SalinitÃ¤tsversuche 
Thalli von Ca. 150 mg SFg wurden in 1 Liter ASPÃ£-Kulturmediu fÅ  ¸ 2 Wochen in 
der zu testenden SalinitÃ¤ kultiviert. Das Medium wurde nach l Woche erneuert. Die 
relative Wachstumsrate (RGR) wurde nach 14 Tagen mit folgender Gleichung 
(LUNING, 1985) bestimmt: 
RGR = (In SFg~Ã§f - In SF-) I 14 Tage * 100% 
Einige Kulturen wurden nach der 2-wÃ¶chige Salzbehandlung wieder in normales 
Meerwasser (3501~0) Ã¼berfÃ¼hr Nach abermals 2 Wochen wurde die relative 
Wachstumsrate fÃ¼ die 14 Tage dieser Nachkultur mit der o.a. Formel berechnet. 
Ausirocknungsversuche: 
Thalli von ca. 150 mg Fg wurden nach der Trocknung (vgl. 2.2.4.) fÃ¼ eine Woche in 
PES-Medium kultiviert. Danach wurde die relative Wachstumsrate wie folgt 
bestimmt: 
RGR = (In Fg~~ic - In Fg~nto~) / 7 Tage * 100% 
Als Fg~lifmg wurde das Fg vor Trocknungsbegim bestimmt. 
Wuchsrate (WR): 
Die Kulturversuche verteilten sich aus technischen GrÃ¼nde Ã¼be einen lÃ¤ngere 
Zeitraum. Die relativen Wachstumsraten (RGR) der Stammkulturen schwankten in 
dieser Zeit zwischen 5% und 11 %. Dies ist mÃ¶glicherweis auf jahreszeitliche 
VerÃ¤nderunge (endogen und exogen) zurÃ¼ckzufÃ¼hre Daher konnten die relativen 
Wachstumsraten der verschiedenen Versuchsteile nicht unmittelbar miteinander 
verglichen werden. Es wurden daher hÃ¤ufi Konirollversuche in 3501~0-Medium bzw. 
in PES-Medium durchgefÃ¼hrt Im Ergebnisteil sind die o.a. relativen Wachstumsraten 
auf diese zeitgleich ermittelten Kontrollraten bezogen, sie werden dann als Wuchsrate 
(WR) bezeichnet. Eine Wuchsrate (WR) von 100% entspricht also einer relativen 
Wachstumsrate (RGR) von 5 - 11 % , je nach Zustand der Stammkultur . 
2.2.6, Berechnung von Zeii- und Prot~plastenvolumen 
Um die Volumina von Protoplast und Zellwand abschÃ¤tze zu kÃ¶nnen wurde eine 
groBe Zahl von UltradÃ¼nnschnitte und Gefrierbriichen ausgewertet. Die daraus 
ermittelten Durchschnittswerte fÃ¼ die Zellmde (350/~~Kultur) sind in folgender 
Darstellung wiedergegeben: 
Zellvolumen: 
a2 * b = 291pm3 
Protoplast: 
(Trrz * h) + (4/3m-3) 
= 139pm3 
( = 48 % der Zelle) 
Abb. 3: MaÂ§ von Zelle und Protolast 
Nach den Berechnungen mit den angegebenen mathematischen Formeln ergab sich ein 
Protoplasten-Volumen von ungefÃ¤h der HÃ¤lft des Gesamtvolumens. Zur Kalkulation 
des osmotischen Potentials (vgl. 3.1.2.3.) wurden daher die gefundenen 
Konzentrationen der anorganischen und organischen Osmotika (bezogen auf das Fg) 
verdoppelt, um so die wahrscheinlichen Konzentrationen des Protoplasten zu erhalten. 
Sonstige nicht-osmotische Volumina, wie z.B. SiÃ¤rkekÃ¶rn oder lipophile Globuli, 
wurden nicht berÃ¼cksichtigt da sie nicht quantifiziert werden konnten. 
Die Dichte der Thalli lag nahe bei 1 g/cm3, daher wurde 1 g Fg des Protolpasten 
mit l ml Protoplasten-Volumen gleichgesetzt. Zur Vereinfachung wurde bei allen 
Osmotika 1 mol = l osmol gesetzt; dies reichte aus, um einen guten NÃ¤herungswer 
zu erhalten. 
2.2.7. Vitalf~bungen 
Um die VitalitÃ¤ der Thalli zu testen, sollten FÃ¤rbunge mit Acridin Orange, 
Evans Blue oder Auramine 0 durchgefÃ¼hr werden. Die FÃ¤rbetechni mit 
Auramine 0 wurde von HAWES & DAVEY (1989) beschrieben und von DAVEY 
(1989) in Feldversuchen an P. crispa eingesetzt. 
In den hier durchgefÃ¼hrte Versuchen wurde aber bei allen 0.a. Methoden immer eine 
starke, unspezifische FÃ¤rbun der Thalli beobachtet. Diese ist vermutlich auf die 
anhaftenden Bakterien (vgl. Abb. 11) und extrazellulÃ¤r Stoffe zurÃ¼ckzufÃ¼hre Da 
eine VitalitÃ¤tsbestimmun unter diesen UmstÃ¤nde nicht mÃ¶glic war, wurden die 
Wuchsrate (WR) oder auch die Photosynthese- und Atmungsraten als 
VitalitÃ¤tskriterie herangezogen. 
Die Abschirmung der ZellwÃ¤nd nach auf3en durch aufgelagerte Substanzen wurde mit 
einer Neutralrot-FÃ¤rbun nachgewiesen. 
2.2.8. Extraktion 
Die Thalli wurden vorsichtig mit Papiertiichem trockengetupft und zweimal je 
2 Minuten in eisgekÃ¼hlte isotonischer Ca(N03), - oder MgC12 -LÃ¶sun gewaschen. 
Nach dem erneuten sorgfÃ¤ltige Trocknen wurden Ca. 10 mg Fg je ml Extraktions- 
flÃ¼ssigkei eingewogen. Als Extraktionsgef& dienten verschraubbare GlasrÃ¶hrche 
oder Kunststoff-Reaktionsgefae. FÃ¼ die Ionenanalysen wurden die Proben vor der 
Extraktion mindestens 10 Stunden bei 8 0 ~  getrocknet und dann entweder in 
1,4 N HN03 bzw. 7 N HN03 feucht verascht (Ã¼be Nacht bei 80Â°C oder in 
0 , l  N HC1 oder aqua bidest. extrahiert (4 Stunden bei 1 0 0 ' ~ ) .  Die Proben fÃ¼ die 
organischen Inhaltsstoffe wurden frisch in aqua bidest. (4 Stunden bei 9 5 ~ )  oder 
Ethanol (I Stunde in 100% bei 7 5 ' ~ ,  dann verdÃ¼nn mit aqua bidest. auf 25% und 
3 Stunden bei 9 5 ~ )  extrahiert. Aukrdem wurden auch die Ionengehalte nicht 
gewaschener Proben gemessen. 
Um extraktionsbedingte Fehler auszuschlieÃŸen wurden bei fast allen folgenden 















Die Konzentrationen von Na+ und K+ wurden nach entsprechender VerdÃ¼nnun mit 
einem Flammenphotometer (Eppendorff) in einer Propan-Flamme gemessen. Die 
Bestimmung der Ca" und Mg^ -Gehalte erfolgte mit einem 
Atomabsorptionsspektrometer (PU9100X, Philips) in einer Acetylen-Flamme. 
NH4+ wurde mit NeÃŸler' Reagenz bestimmt (LANGE & VEJDELEK, 1980). Die 
Cl--Konzentrationen wurden mit dem Chloridtitrator (3864P7 Aminco) ermittelt. 
NO3- wurde mit ChromotropsÃ¤ure Brucinsulfat (LANGE & VEJDELEK, 1980) und 
mit einem Schnelltest (Macherey - Nagel) analysiert. Die PO?--Gehalte wurden mit 
der Vanadat-Methode (LANGE & VEJDELEK, 1980) bestimmt, die SO^--Werte 
durch eine TrÃ¼bungsmessun (JACKSON & McCANDLESS, 1978) oder mit einem 
Schnelltest (Merck) . 
Der Versuch, die Anionen-Konzentrationen mit dem Ion-Chromatograph (Metrohm) 
zu bestimmen; war (vermutlich wegen der hohen Phosphatkonzentrationen) mit der 
vorhandenen SÃ¤ulenausrÃ¼stu nicht erfolgreich. 
2.2.10. Analyse der organischen Inhaltsstoffe 
Chlorophyll wurde mit N,N-Dimethylformamid extrahiert und photometrisch 
gemessen (INSKEEP & BLOOM, 1985), freie AminosÃ¤ure wurden mit Ninhydrin 
nachgewiesen (SPIES, 1957). Die Konzentrationen von Glukose, Saccharose und 
Sorbit wurden mit Enzymtests (Boehringer) bestimmt. 
2.2.11. Berechnung des extrazellulÃ¤re Raumes (ECS) 
Der ExtrazellulÃ¤r Raum (ECS) einer Alge besteht aus der LÃ¶sun in der Zellwand 
(AFS) und dem Haftwasser. Hierbei sind auch evtl. vorhandene Schleimauflagerungen 
und die OberflÃ¤chenfor des Thallus von Bedeutung. Der ECS bei P.crispa sollte 
durch Inkubation mit Dextranblau (ZMIRi & GINZBURG, 1983) gemessen werden, 
denn das elektrisch neutrale Dextranblau-MolekÃ¼ ist so groÂ (MW = 2*106), daÂ es 
das Plasmalemma nicht passieren kann und keine Bindungen mit den Strukturen der 
Zellwand eingeht. 
Die Thalli wurden in einer O,l%igen FarblÃ¶sun inhibiert, abgetrocknet und dann in 
ungefkbter LÃ¶sun ausgewaschen. Aus der Menge des Ã¼bertragene Farbstoffs sollte 
auf das Volumen des ECS rÃ¼ckgeschlosse werden. Im Versuch stellte sich aber 
heraus, daÂ das Dextranblau in der Zellwand angereichert wurde. Daher war nur eine 
ungef&e AbschÃ¤tzun Ã¼be das ECS-Volumen mÃ¶glich Sie ergab einen Wert von 
Ca. 50% des Thallusvolumens. Dieser Wert stimmt gut mit den ermittelten Volumina 
von Protoplast und Zellwand (vgl. 2.2.6.) Ã¼berei und wird auch durch Ionenanalysen 
ungewaschener Thalli bestÃ¤tig (vgl. 3.1.2.3 .). 
Parallelversuche mit Acridin Orange, Fast Green, Evans Blue, K,Fe(CN)., und 
verdÃ¼nnte Tinte zeigten die gleichen methodischen Probleme, bestÃ¤tigte aber im 
wesentlichen das 0.a. Ergebnis. 
2.2.12. Dichtebestimmungen bei Medien und Thalli 
Die Dichte der verschiedenen Medien (0,35%1 - 175%0) wurde durch hÃ¤ufige 
Pipettieren von l ml auf eine Analysenwaage im Vergleich mit aqua bidest. ermittelt. 
Zur Bestimmung der Dichte eines ThallusstÃ¼ckchen wurde dieses mit einer Pinzette 
in die Mitte eines GlÃ¤schen mit einer TestlÃ¶sun gegeben. Die Dichte dieser 
TestlÃ¶sun wurde durch Zugabe von konzentrierter SalzlÃ¶sun bzw. von Wasser so 
eingestellt, daÂ das ThallusstÃ¼ckche eine kurze Zeit darin schwebte, bevor es 
(bedingt durch den osmotischen Wasserverlust) zu Boden sank. Die Dichte der so 
eingestellten TestlÃ¶sun entsprach der Dichte des Thallus und wurde mit der 0.a. 
Methode bestimmt. 
Aus der Dichte eines ThallusstÃ¼ckchen vor und nach einem osmotischen Schock 
konnte auf die Ã„nderun des Thallusvolumens rÃ¼ckgeschlosse werden. 
2.2.13. Bestimmung der OsmolalitÃ¤ der Kulturmedien 
Die OsmolalitÃ¤ der benutzten KulturiÃ¶sunge zwischen 0,350Ioo und 70Â¡/ wurde 
durch Gefrierpunktserniedrigung mit einem Beckmann-Thermometer und mit einem 
Osmomat 030 (Gonotec) bestimmt; die MeÃŸwert stimmten gut Ã¼berein Die 
OsmolalitÃ¤ des 17501~-Mediums lag auÃŸerhal der MeÃŸbereiche sie wurde aus den 
anderen Werten extrapoliert. 
2-2.14. Messung der Thallusdehun~ nach osmotischem Schock 
Kleine ThallusstÃ¼ck wurden auf einem ObjekttrÃ¤ge im Lichtnukroskop 
(Photomikroskop 111, Zeiss) bei kleinster VergrÃ¶ÃŸeru photografiert. Dann wurde 
das 3501~-Medium auf dem ObjekttrÃ¤ge durch ein Testmedium anderer SalinitÃ¤ 
(0,3501~ bis 17501~) ersetzt. Zwischen 10 Minuten und 5 Stunden nach diesem Down- 
bzw. Upshock wurde der Thallus mehrfach photografiert, wobei er zwischendurch bei 
4~ in einem groÃŸe Tropfen des Testmediums gehalten wurde. Die LÃ¤ngenÃ¤nderu 
des Thallus konnte spÃ¤te auf den projizierten Negativen anhand markanter Stellen des 
Thallus vermessen werden. 
Es wurden 4 verschiedene Varianten untersucht: 
1. Thalli aus Normalkultur, nach dem Schock im Licht gehalten 
2. Thalli aus Normalkultur, nach dem Schock im Dunkel gehalten 
3. Thalli aus Hungerkultur, nach dem Schock im Licht gehalten 
4. Thalli aus Hungerkultur, nach dem Schock im Dunkel gehalten 
Die Hungerkulturen waren zuvor fÃ¼ 6 Wochen ohne Licht kultiviert worden, so daÂ 
die Zellen nur noch wenig StÃ¤rk enthielten. 
Um den Anteil der Zellwand an der VolumenÃ¤nderun festzustellen, wurden 
Kontrollversuche mit abgetÃ¶tete Thalli durchgefÃ¼hrt Die Membranen waren dabei 
mit 5%iger DetergenzlÃ¶sun (Triton Xl00) fÃ¼ eine Stunde oder durch eine 
4-stÃ¼ndig Behandlung mit 4% Glutaraldehyd perforiert worden. Zum Vergleich 
wurden andere Thalli durch Ultraschall-Behandlung oder langsames Einfrieren 
abgetÃ¶tet Beim Einfrieren wurden die Thalli in 10 ml PES-Medium in einem 
Gefrierschrank auf -28-C gefroren und dann 3 Minuten in flÃ¼ssige Stickstoff 
(- 196 "C) getaucht. AnschlieÃŸen tauten sie bei Raumtemperatur auf. Diese 
Behandlung wurde noch einmal wiederholt. 
Nach dem AbtÃ¶te lagerten die Talli einige Stunden in 35oI~~Medium. Ein 
Thallusstiick enthielt zwischen 20.000 und 30.000 Zellen. 
2.2.15. Messung der Photosynthese- und Atmungsraten 
Die 0,-Entwicklung bei der Photosynthese bzw. der 0,-Verbrauch bei der 
Dunkelatmung wurden mit einer Clark-Elektrode (Hansatech, Bachhofer) bei 4~ 
gemessen. Die KÃ¼vett hatte ein Probenvolumen von 2 ml und wurde mit 
Kulturmedium (ASP,,-Medium der entsprechenden SalinitÃ¤ oder PES) gefÃ¼llt Die 
ThallusstÃ¼ck von Ca. 5 mg Fg wurden an einem Nylonfaden in der KÃ¼vett 
aufgehÃ¤ngt Der Thallus konnte mit LichtintensitÃ¤te zwischen 3 und 300 pE/m2s 
beleuchtet oder im Dunkel gehalten werden. FÃ¼ jede getestete SalinitÃ¤tsstuf wurde 
ein Lichtprofil erstellt, bei den Ã¼brige Versuchen wurden nur Photosynthese bei 
300 pE/m2s (im Bereich der LichtsÃ¤ttigung und Dunkelatmung gemessen. Die 
MeÃŸwert wurden mit einem Schreiber (Servogor 210, BBC Goerz) protokolliert und 
spÃ¤te ausgewertet. Die 0,-Gehalte der verschiedenen Versuchsmedien wurden 
zunÃ¤chs nach TRUESDALE et al. (1955) berechnet. Da nach den dort angegebenen 
Formeln bei 1750100 negative (!) 0,-Konzentrationen vorliegen mÅ¸Â§te wurde der 
0,-Gehalt mit einem Schnelltest nach Winkler (Macherey - Nagel) Ã¼berprÃ¼f Danach 
wurden folgende Werte gefunden: 
12,7 mg 0, / 1 
11,4 m g 0 2  1 1  
10,l mg 0 , l  1 alle werte bei 4~ 
8,5 mg 0, I 1  
4,6 mg 0 , I l  
Zwischen 0,35~/00 und 350100 stimmten berechnete und gemessene Werte iiberein. 
Vorversuche mit grÃ¶%ere ThallusstÃ¼cke (20 - 60 mg Fg) in einer Eschweiler 
0,-Elektrode und unter Zusatz von 4 mM NaHC03 zum Versuchsmedium zeigten 
keine abweichenden Ergebnisse. Getestet wurden: 
1. Thalli nach 14 Tagen in verschiedenen SalinitÃ¤te 
( 0,350100; 170100; 350100; 7@100; 1750100 ) 
2. Thalli nach osmotischem Upshock von 350100 auf 1750100 
zu verschiedenen Zeiten (0 - 8 Stunden) 
3. Thalli in der Nachkultur nach 1750100-Behandlung 
(vgl. 2.2.5.) zu verschiedenen Zeiten (0 - 3 Tage) 
4. Thalli nach unterschiedlich langen ~rocknungszeiten: sofort, 
3 Stunden, 8 Stunden oder 3 Tage nach der Wiederbenetzung 
Da keine MÃ¶glichkei bestand, die Photosynthese- und Atmungsraten wÃ¤hren der 
Austrocknung quantitativ zu bestimmen (URAS), wurde fÃ¼ diese Fragestellung ein 
einfacher qualitativer Test gewÃ¤hit 
In lOml-ReagenzglÃ¤se wurden 2 ml einer Kresolrot-IndikatorlÃ¶sun (vgl. Anhang 1) 
gegeben, deren Farbton in AbhÃ¤ngigkei vom CO2-Gehalt des darÃ¼be befindlichen 
Gases zwischen gelb und violett schwankte. Kleine ThallusstÃ¼ck wurden an einem 
Faden Ã¼be die IndikatorlÃ¶sun gehÃ¤ngt das Reagenzglas wurde gasdicht verschlossen 
und bei 4~ im Licht (70 pE/m2s) oder im Dunkel inhibiert. Photosynthese 
(CO, Verbrauch im Licht) oder Atmung (CO2-Produktion im Dunkel) konnte anhand 
der FarbÃ¤nderun des Indikators qualitativ nachgewiesen werden. Ãœbe die HÃ¶h des 
CO,-Umsatzes konnten jedoch keine verlslichen Angaben gemacht werden. 
2.3. Methoden fÃ¼ die Elektronenmikroskopie 
2.3.1. Praparation 
Die Thalli wurden abgetupft und mit einer Rasierklinge in kleine StÃ¼ck von 
ca. 1 mm KantenlÃ¤ng geschnitten. 
2.3.2. Fixierung mit Aldehyd 
Die meisten Proben wurden mit 1 % oder 2% Glutaraldehyd fixiert, die maximale 
Konzentration betrug 8%. Die Fixierung begann im Eisbad bei 4~ fÃ¼ 1 Stunde, 
dann wurden die meisten Proben langsam auf Raumtemperatur erwÃ¤rmt Die 
Gesamtdauer der Aldehydfixierung betrug im allgemeinen 2 Stunden, doch wurden 
einzelne Proben bis zu 48 Stunden fixiert. Bei einigen Proben wurde auch ein 
Gemisch von Glutaraldehyd und Formaldehyd (1: 1) angewendet. 
Als Fixierungspuffer diente das Kulturmedium, das 3 mM Hepes-Puffer enthielt und 
mit NaOH auf pH 7,8 eingestellt war (vgl. 2.2.2.). Um das Fixierungsgemisch im 
isotonischen Bereich zu halten, wurde es gegebenenfalls bei der Aldehydzugabe mit 
einer entsprechenden Menge aqua bidest. verdÃ¼nnt Da Hepes-Puffer nicht mit 
Aldehyden oder OsO, reagiert, ist er fÃ¼ die Elektronenmihroskopie besonders 
geeignet (McFADDEN & MELKONIAN, 1986). 
2.3.3. Fixierun~ mit Osmiumtetroxid (Os041 
Nach der Aldehydfixierung folgte eine Behandlung mit 0,5% - 2% Os04 im 
Kulturmedium. Diese zweite Fixierung dauerte zwischen 0,5 und 2 Stunden; sie 
wurde im allgemeinen bei Raumtemperatur, selten auch bei ~ O C  durchgefÃ¼hrt 
2.3 -4. Blockkontrastierung mit Uranylacetat 
Einige Proben wurden nicht mit Os04 behandelt (vgl. 2.3.7.c), sondern mit 
l%iger wÃ¤ssrige UranylacetatlÃ¶sun bei 4 . 0 ' ~  fÃ¼ 5 Stunden im Dunkeln 
blockkontrastiert (PLATTNER & ZINGSHEIM, 1987). 
2.3.5. Enzymbehandlung mit Pektinase und Pektinesterase 
Vor der Enzymbehandlung wurden die Proben mit Glutaraldehyd und Osmium fixiert. 
Zum Abbau der Zellwand wurden sie dann mit 1% Pektinase in 10 mM MES-Puffer 
pH 5,5 fÃ¼ 2-3 Tage bei 2 2 O ~  inkubiert. Da die Erhaltung der Ultrastruktur nach 
dieser Behandlung sowie bei den Kontrollen (nur in MES-Puffer, ohne Pektinase) sehr 
schlecht war, wurde der Versuch mit Pektinesterase wiederholt. HierfÃ¼ wurden die 
Proben in 10 mM Hepes-Puffer pH 7,5 mit 40 Enzymeinheitenlml Pektinesterase fÅ¸  
1-2 Tage bei 30Â°  inkubiert. Nach der Enzymbehandlung wurden die Proben normal 
entwÃ¤sser und weiterbehandelt. 
2.3.6. EntwÃ¤sserun 
Kleine Glasgefse mit den fixierten Proben in Ca. l ml aqua bidest. wurden in einen 
Exsikkator mit Aceton und CaC12 gestellt. Darin wurden sie Ã¼be Nacht stufenlos 
entwÃ¤sser (SITTE, 1962); am nÃ¤chste Morgen befanden sie sich in ca. 80% Aceton. 
Zur weiteren EntwÃ¤sserun wurde die ProbenflÃ¼ssigkei alle 15 Minuten ausgetauscht, 
wobei die Aceton-Konzentration schrittweise erhÃ¶h wurde auf 90%, 95 % , 100% 
und 100% Aceton, getrocknet auf Molekularsieben. In der letzten Konzentrationsstufe 
blieben die Proben zweimal fÃ¼ mindestens 20 Minuten, dann begann die Infiltration 
mit dem Einbettungsmittel. 
Bei einigen Proben wurde, um eine vollstÃ¤ndig EntwÃ¤sserun sicherzustellen, eine 
zweistÃ¼ndig Behandlung mit Dimethoxypropan .(DMP) angefÃ¼gt DMP reagiert mit 
Wasser unter Bildung von Aceton und bietet daher GewÃ¤h fÃ¼ eine vollstÃ¤ndig 
EntwÃ¤sserun der Proben (KAESER, 1989). 
Bei anderen Proben wurde an die Aceton-EntwÃ¤sserun noch ein Austausch gegen 
Propylenoxid (2 Stunden) angeschlossen. 
2.3.7. Einbettung 
FÃ¼ die Einbettung der Proben wurden drei verschiedene Einbettungsmittel benutzt: 
a) Araldit (Durcupan ACM, Fluka) 
b) Spurr's Medium (vgl. Anhang 1) 
Diese Einbettungsmittel wurden in einer Anfangskonzentration von 20 - 50% zur 
letzten EntwÃ¤sserungssiuf gegeben, die Gefi6e wurden verschlossen und fÃ¼ 
4 - 8 Stunden auf einem Rotor bewegt. 
Dann wurden die Gefae wieder geÃ¶ffnet so daÂ das EntwÃ¤sserungsmitte 
verdampfen konnte und das Einbettungsmittel sich langsam auf 100% 
konzentrierte. Nach einem Austausch gegen frisches Einbettungsmittel wurden 
die Proben in kleinen FÃ¶rmche polymerisiert. Durcupan polymerisierte 
48 Stunden bei 4 0 C  und nachfolgend 48 Stunden bei 60"C, Spurr's Medium 
war nach 14 Stunden bei 7 0 ' ~  ausgehÃ¤rtet Nach 1-2 Wochen Lagerung konnten 
die Proben weiter bearbeitet werden. 
C) Nanoplast FB 101 
Nanoplast ist ein relativ neues Einbettungsmittel, das vollsiÃ¤ndi mit Wasser 
mischbar ist (FROSCH et al., 1983; FROSCH & WESTPHAL, 1989). Da es 
1% Formaldehyd enthÃ¤lt kÃ¶nne Proben ohne vorherige Fixierung direkt in 
einem Arbeitsschritt eingebettet werden. Die Polymerisation erfolgt fÃ¼ 
24 Stunden bei Raumtemperatur in einem Exsikkator, dann jeweils 48 Stunden 
bei 4 0 ~  und bei 6 0 ~ .  Die Strukturerhaltung ist relativ gut, sofern die 
eingebetteten Zellen keine groÂ§e Vakuolen besitzen (LEHMANN et al., 1991). 
Da OsO4 die Polymerisation von Nanoplast stÃ¶rt dÃ¼rfe die Proben nicht mit 
OsO, vorbehandelt werden. Um trotzdem eine gute Darstellung der Membranen 
zu erreichen, hat sich die Blockkontrastierung mit Uranylacetat (vgl. 2.3.4.) 
bewÃ¤hrt Die ultradÃ¼n geschnittenen PrÃ¤parat konnten problemlos mit 
Uranylacetat und Bleicitrat nachkontrastiert werden (vgl. 2.3.9.). 
2.3.8, UltradÃ¼nnschnitt 
Die eingebetteten Proben wurden mit einem Pyramitom (11800, LKB) getrimmt, so 
daÂ eine trapezformige SchnittflÃ¤ch von Ca. 50 * 50 pm entstand. DafÃ¼ wurden 
Glasmesser benutzt, die mit einem KnifeMaker (7801 A, LKB) aus 2,5 cm breitem 
Tafelglas gebrochen wurden. UltradÃ¼nnschnitt von 60 - 80 nm Dicke wurden am 
Ultracut E (Reichert-Jung) unter Verwendung eines ~iamantmessers (Dupont) 
geschnitten. Die Schnittgeschwindigkeit betrug Ca. 1,5 mmls, der Freiwinkel des 
Messers war auf 4 eingestellt. Nach dem Strecken mit Xylol (nicht mÃ¶glic bei 
Nanoplast-PrÃ¤paraten wurden die Schnitte auf Kupfergrids, die mit 
0,55 % Pioloform F befilmt worden waren, aufgefangen. 
2.3.9. Nachkontrastierurg 
Die Grids mit den UltradÃ¼nnschnitte wurden in eine spezielle TrÃ¤ger-Kunststoffolatt 
eingesteckt, die dann "Ã¼be Kopf" in kleine Schalen mit den KontrastierungslÃ¶sunge 
gelegt werden konnte. Kontrastiert wurde zuerst mit 2% wÃ¤ssrige Uranylacetat- 
Gsung, die vor Gebrauch zentrifugiert wurde. Diese Konirastierung dauerte 
12 Minuten bei Raumtemperatur, danach wurden die Grids grÃ¼ndlic mit aqua bidest. 
gespÃ¼lt Im zweiten Schritt wurde mit einer BleicitratlÃ¶sun (vgl. Anhang I) fÃ¼ 
5 Minuten bei Raumtemperatur kontrastiert. Nach dem AbspÃ¼le mit aqua bidest. 
wurden die Grids an der Luft getrocknet, das Ã¼berschÃ¼ssi Wasser war zuvor 
vorsichtig mit einem Filterpapier abgesaugt worden. 
Die hier beschriebene Standard-Methode wurde fÃ¼ die Untersuchungen zum 
Kontrastverlust der Globuli abgewandelt (vgl. 2.3.13). 
2.3.10. Gefrierbriiche 
Ein Teil der Proben wurde mit 2% Glutaraldehyd im Kulturmedium (pH 7,8) fÃ¼ 
2 Stunden vorfixiert und dann in 5 Stunden stufenweise mit Glycerin bis zur 
Endkonzentration von 30% infiltriert (Gefrierschutz gegen Eiskristallbildung, 
WIENCKE & LAUCHLI, 198G). Die meisten Proben wurden aber unbehandelt 
eingefroren. Dazu wurden ThallusstÃ¼ckche von Ca. 1 mm KantenlÃ¤ng auf 
Goldobjekthalter (Balzers) gegeben und in unterkÃ¼hlte Stickstoff oder in 
N2-gekÃ¼hlte Isopropanol eingetaucht. Zum schnellen Eintauchen diente ein 
PreÃŸluftkolben der die Proben mit einer Geschwindigkeit von Ca. 4 mls in das 
KÃ¼hlmitte stieÃŸ 
Die Proben wurden dann unter flÃ¼ssige N, auf den Probentisch montiert und in die 
GefrierÃ¤tzungsanlag (BA 360 M, Balzers) eingeschleust. Die Proben wurden 
bei - 1 8 0 ~  aufgebrochen; anschlieÃŸen wurde aus Elektronenstrahl-Verdampfern 
zuerst eine Platin/Kohle Schicht (95% Platin, 5% Kohle) im Winkel von 4 5 ,  dann 
eine reine Kohleschicht im Winkel von 9 0  auf die freigelegte BruchflÃ¤ch des 
PrÃ¤parate gedampft. Die so erhaltenen PlatintKohle-AbdrÃ¼ck wurden auf Wasser 
von den PrÃ¤parate abgeschwemmt und anschliefknd mit ChromschwefelsÃ¤ur (Ã¼be 
Nacht) und Chlorbleichlauge (4 - 8 Stunden) gereinigt. Nach grÃ¼ndliche SpÃ¼le mit 
aqua bidest. wurden sie auf befilmte 600 mesh-Kupfergrids aufgenommen. 
2.3.1 1. Elektronenmikroskopis 
Alle PrÃ¤parat wurden im EM 10A (Zeiss) untersucht. Dabei betrug die 
Beschleunigungsspannung 80 kV (bei GefnerbruchprÃ¤parate 60 kV), die 
Kontrastblende hatte einen Durchmesser von 30 um. Photos wurden auf Guilleminot 
Planfilm aufgenommen, die Belichtung erfolgte automatisch. Die AbzÃ¼g wurden auf 
Brovira-Speed Photopapier (Agfa) belichtet und in einem Automaten 
(Metoform 5040, Meteor) entwickelt. 
2.3.12. EELS-Technik 
FÃ¼ die Messungen von Natrium, Chlor, Schwefel und Phosphor mit der Elektronen- 
Energieverlust-Spektroskopie (Electron-Energy-Loss-Spectroscopy = EELS-Technik) 
wurden von unfixiert in Nanoplast eingebetteten Proben UltradÃ¼nnschnitt mit 
Ca. 50nm Dicke hergestellt. Die Schnitte wurden auf unbefilmte 600-mesh-DÃ¼nnsteg 
Kupfemetze aufgenommen und nicht nachkontrastiert. Die EELS-Messungen wurden 
im CEM 902 (Zeiss) durchgefÃ¼hrt 
Anmerkung zur EELS-Technik: 
Beim Durchstrahlen eines PrÃ¤parate im Elektronenmikroskop erleiden manche 
Elektronen einen Energieverlust. Dieser Energieverlust ist Element-spezifisch fÅ¸ die 
durchstrahlten Atome und kann mit einem Spektrometer im CEM 902 analysiert 
werden. Aus der Analyse der Energieverlust-Spektren kann daher auf die chemische 
Zusammensetzung der durchstrahlten Probe rÃ¼ckgeschlosse werden. Da die 
Messungen bei 30.000-facher VergrÃ¶krun durchgefÃ¼hr werden, ist eine sehr gute 
rÃ¤umlich AuflÃ¶sun der Analyse mÃ¶glich Die Auswertung der Energieverlust- 
Spektren erfolgt mit einem Computer, der in das Analysesystem integriert ist. 
FÃ¼ weitere ErklÃ¤runge zur EELS-Technik sei auf die folgenden Literaturangaben 
verwiesen: OTTENSMEYER & ANDREW, 1980; BAUER et al., 1985; 
LEHMANN et al., 1990. Die untere Nachweisgrenze in biologischen Proben liegt 
z.Zt. bei Ca. 0 , l  molar (eigene Experimente). Obwohl geratetechnisch auch weitaus 
geringere Konzentrationen nachweisbar sind, bereitet die Analyse biologischer 
(insbesondere botanischer) Proben noch erhebliche Schwierigkeiten. Ein 
Hauptproblem besteht in der Auswaschung der zu analysierenden Substanzen, so daÂ 
derzeit nur solche Stoffe gemessen werden kÃ¶nnen die als schwer lÃ¶slich 
Verbindungen mit hohen lokalen Konzentrationen in den Proben enthalten sind. 
Ein Ã¤hnliche Verfahren ist die ESI-Technik (Electron-Spectroscopic-Imaging). Hier 
wird die Verteilung eines chemischen Elementes im elektronenmikroskopischen Bild 
sichtbar gemacht. Die ESI-Technik kann auch zur Bildverbesserung kontrastarmer 
PrÃ¤parat eingesetzt werden (vgl. Abb. 3 1 + 32). 
2.3.13, Testserie zum Kontrastverlust fvgl. 3.3.1 
FÃ¼ die Untersuchung des Kontrastverlustes bei der Nach-kontrastierung wurde die 
Standard-Methode (vgl. 2.3.9.) in folgender Weise abgewandelt: 
Die Uranyikontrastierung wurde 3, 12, oder 60 Minuten ausgefÅ¸hrt einige Proben 
wurden nicht mit Uranylacetat behandelt. Die Zeitdauer der Bleikontrastierung wurde 
zwischen 10 Sekunden, 1, 5, 15 und 60 Minuten variiert. Aderdem wurden folgende 
LÃ¶sunge getestet: 
* verdÃ¼nnt Essig- oder CitronensÃ¤ur mit pH 4 
zur Simulation des pH-Wertes der Uranylacetat-LÃ¶sun 
* verdÃ¼nnt NaOH, BaOH-LÃ¶sun oder 20% NH3-Msung pH 12 
zur Simulation des pH-Wertes der Bleicitrat-Gsung 
* 50rnM Citrat, mit NaOH auf pH 12 eingestellt 
* 0,lM EDTA-Msung, mit NaOH auf pH 12 eingestellt 
* "bleifreie BleilÃ¶sung" in der das Bleisalz 
(vgl. Anhang 1) durch NaN03 ersetzt worden war 
* 7,5 % wÃ¤ssrig HA-Msung 
In einer weiteren Versuchsserie wurden die Schnitte nach den 0.a. TestlÃ¶sunge 
nochmals 30 Minuten mit 1 % Os04 in aqua bidest. behandelt. 
2.4. Statistik 
Werden fÃ¼ MeÃŸergebniss Zahlenwerte angegeben, so handelt es sich um das 
arithmetische Mittel (MW). Die Standardabweichungen (SD) sind in die Grafiken 
eingetragen; sie sind (ebenso wie der Umfang "n" der Stichprobe) in den Tabellen im 
Anhang 3 mit aufgefÃ¼hrt Konnte ein versuch nur mit weniger als 3 Parallelen 
durchgefÃ¼hr werden, so sind keine Standardabweichungen angegeben. 
Wurden zwei Stichproben auf Verschiedenheit untersucht, so geschah dies mit dem 
t-Test (Student-Verteilung) . Bei Irrtums-Wahrscheinlichkeiten kleiner 5 % wird von 
signifikanten Unterschieden gesprochen; ist die Irrtums-Wahrscheinlichkeit 
kleiner 1 %, so heiÃŸe die Unterschiede hoch signifikant. 
3 Ergebnisse 
Vorbemerkung: 
Im Ergebnisteil werden zahlenmÃ¤ÃŸ erfasste Parameter (Wachstum, Konzentrationen) 
hÃ¤ufi nur in Grafiken dargestellt. Die Daten, auf denen diese Grafiken beruhen, sind 
als Tabellen in Anhang 3 (Seite 130 - 140) zusammengestellt, dort finden sich auch 
Angaben zur Statistik. Die Standardabweichung ist in die meisten Grafiken 
eingetragen. 
- 
In allen elektronenmikroskopischen Abbildungen ist ein MaSbalken eingefÃ¼gt Sofern 
kein anderer Wert ( in pm ) angegeben ist, zeigt die BalkenlÃ¤ng 1 pm an. In Anhang 4 
(Seite 141 - 142) sind die PrÃ¤parations-Angabe zu den elektronenmikroskopischen 
Abbildungen zusammengefaÃŸt Die Buchstaben der Bildbeschriftungen sind in das 
AbkÃ¼rzungsverzeichni auf Seite 143 aufgenommen. 
3.1. Versuche mit unterschiedlichen SalinitÃ¤te 
3.1.1. Thallus-Morphologie und Langzeitversuche 
Bereits nach 14-tÃ¤gige Kulturdauer konnten in AbhÃ¤ngigkei von der SalinitÃ¤ des 
Kulturmediums leichte VerÃ¤nderunge in der Thallusmorphologie festgestellt werden. 
WÃ¤hren die Thalli im Normalmedium (ASPÃ oder PES) ungefÃ¤h haselnuÂ§gro und 
leicht gekrÃ¤usel waren (Abb. 4b), wuchsen sie unter geringeren SalinitÃ¤te flacher, 
sie erschienen dann heller. Der in Abb. 4a gezeigte Thallus ist 3 Monate lang unter 
hypoosmotischen Bedingungen (70101) gewachsen. 
Auch nach 8-monatiger Kultur in hypoosmotischen Medien war keine SchÃ¤digun der 
Thalli sichtbar, die anschlieflende RÃ¼ckfÃ¼hru in normales Medium wurde ebenfalls 
gut ertragen. 
Abb. 4: Morphologie unter verschiedenen SalinitÃ¤te 
a) 3 Monate bei 70101 
b) Normalkultur in 35% 
C) 1 Monat in 1750101 
alle Abbildungen Ca. 113 natÃ¼rlich GrÃ¶Â 
In hyperosmotischem Medium dagegen blieben die Thalli Meiner und stÃ¤rke 
gekrÃ¤usel (Abb. 4c, 1 Monat in 17501~); sie sahen dann dunkler aus. In AbhÃ¤ngigkei 
von der Salzkonzentration begannen die Algen in diesen Medien nach einiger Zeit 
abzusterben, dies wurde als Pigmentverlust in den Ã¤uÃŸer Thallusbereichen sichtbar. 
In 70Ã Iˆoo-Mediu und 105~1~-Medium starben die Algen nach Ca. 5-monatiger Kultur, 
in 17501~-Medium geschah dies schon nach 3 Monaten. Eine Kulturdauer von 
2 Monaten in 17501~-Medium wurde ohne erkennbare SchÃ¤de Ã¼berstanden die 
anschlieÃŸend Nachkultur in 3 5 h  ebenfalls. 
Bei der FÃ¤rbun mit Neutralrot zeigte sich, daÂ die AuÃŸenwÃ¤n des Thallus nur 
wenig Farbstoff direkt aus der InkubationslÃ¶sun aufnahmen. Die FÃ¤rbun begann an 
den Schnittkanten des PrÃ¤parate und setzte sich von dort in die zentralen Bereiche des 
Thallus fort. 
3.1 -2. Physiologie 
3.1.2.1. Wuchsraten (WR) 
Unter hypoosmotischen Bedingungen (Grafik 1) kam es zu keiner Reduktion der WR, 
auch bei 0,3501~ (dies entspricht osmotisch SÃ¼ÃŸwasserbedingunge b trug die WR 
noch 106%. Das Optimum fÃ¼ das Wachstum von P. crispa lag bei 1701~. Unter 
Salzkonzentrationen grÃ¶ÃŸ als 3 5 ~ 1 ~  (Grafik 2) nahm das Wachstum rasch ab, bei 
SalinitÃ¤te Ã¼be 10501~ war die WR negativ. Die negativen Wuchsraten waren auf den 
Wasserverlust der Thalli (vgl. 3.1.2.2.) zurÃ¼ckzufÃ¼hre wurden die WR hingegen 
auf den organischen Anteil des Trockengewichtes (vgl. Grafik 3) bezogen, so lieÃ sich 
auch in 17501~ noch ein geringes Wachstum nachweisen (in Grafik 1 und 2 nicht 
dargestellt, vgl. aber Anhang 3). 
In der Nachkultur zeigten die fast alle hypoosmotisch vorbehandelten Proben WR 
unter 100%. Dies lag vermutlich daran, daÂ die Nachkultur hier einem osmotischen 
Upshock gleichkam. Die hyperosmotisch vorkultivierten Thalli zeigten dagegen nach 
der RÃ¼ckfÅ¸hru in 3 5 0 1 ~  Wuchsraten (WR) besser als 100%. Zum einen bedeutete 
die Nachkultur hier einen osmotischen Downshock, zum anderen war der 
Wassergehalt unter SalzstreÃ reduziert gewesen (vgl. Grafik 3) und wurde in der 
Nachkultur ausgeglichen. Lediglich in der 210ÃˆI~-Kultu lag die WR der Nachkultur 
unter 100%. Da bei 2 1 h  einige Bestandteile des Mediums ausgefallen waren, ist 
nicht eindeutig zu entscheiden, ob die verminderte WR auf den osmotischen StreÃ 
Wuchsraten 
unter hypoosmotischem StreÃ 
SalinitÃ¤ in  %o 
W SalzstreÃ 0 Nachkultur 
Grafik 1 : Wuchsraten innerhalb von 14 Tagen in hypoosmotischen Kulturen 
und in der anschlieÃŸende 14-tÃ¤gige Nachkultur ( 3 5 0 1 ~ )  
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Grafik 2: Wuchsraten innerhalb von 14 Tagen in hyperosmotischen Kulturen 
und in der anschlieÃŸende 14-tÃ¤gige Nachkultur (3501~)  
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oder auf Mangelerscheinungen (Spurenelemente) zurÃ¼ckzufÃ¼hr ist. Eine SchÃ¤digun 
der Thalli durch den vorausgegangenen osmotischen Stress war nicht zu erkennen. 
Anhand der WR wurden fÃ¼ alle folgenden Versuche 5 SalinitÃ¤tsstufe ausgewÃ¤hlt 
0,3501~ : Stufe mit grÃ¶ÃŸtmÃ¶glic hypoosmotischem StreÃ 
170101 : Stufe des optimalen Wachstums 
3 5 0 1 ~  : normale Meerwasserkonzentration (Vergleichswert) 
70%o : Stufe auf der die WR (bez. Fg) gerade noch positiv war 
175%) : Stufe mit grÃ¶ÃŸtm6glich hyperosmotischem Stress. 
3.1.2.2. Wassergehalt 
Der Wassergehalt der Thalli (vgl. 2.2.4 .) war unter hypoosmotischen Bedingungen 
relativ unverÃ¤nder im Vergleich zur Normalkultur, das Maximum lag bei 1701~. Bei 
hÃ¶here SalinitÃ¤te dagegen nahm der Wassergehalt ab (vgl. Grafik 3); er verlief 
damit parallel zu den Wuchsraten (WR). 
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Grafik 3: Gewichtsanteile von Wasser, Ionen und organischer Trockensubstanz, 
gemessen in Thalli nach 14tÃ¤gige Kultur 
3.1.2.3, Analyse der Inhaltsstoffe 
Ionen: 
Die intrazellulÃ¤re Konzentrationen von Na+ und K+ nach 14-tÃ¤gige Kulturdauer 
(Grafik 4) nahmen mit steigender SalinitÃ¤ zwischen 0,3501~ und 7011~ zu. AuffÃ¤lli 
war dabei, daÂ bei der hÃ¶chste SalinitÃ¤ (17501~) die Konzentrationen geringer waren 
als in 70~1~-Medium. Die K+-Konzentrationen lagen, besonders in den 
hypoosmotischen Medien, erheblich hÃ¶he als die Na+-Konzentrationen. Allerdings 
Ã¤nderte sich die K+-Konzentrationen nur um den Faktor 5, wÃ¤hren die Steigerung in 
den Na+-Konzentrationen den Faktor 10 Ã¼berschrit (zwischen 0,3501~ und 70'1~). Der 
NH4+-Gehalt stieg weniger stark an, hier lag das Maximum bei 175%o. UnverÃ¤nder 
blieben dagegen die Konzentrationen der zweiwertigen Ionen Mg" und Ca"; wobei 
die Ca^-Konzentration an der unteren Nachweisgrenze von 1 pmollg Fg lag. 
Das wichtigste Anion war HPO,2-. Die Konzentrationen wurden als P 0 4 3  bestimmt, 
wegen des intrazellulÃ¤re pH-Wertes (vermutlich Ca. pH 7 oder darÃ¼ber) lag das 
Phosphat in den Zellen aber als HP042- vor. Die Gehalte Ã¤nderte sich nur wenig, 
auch hier zeigte sich ein Maximum in 70%o (Grafik 5). Die Cl-Konzentrationen 
waren Ã¼berraschen gering und stiegen mit erhÃ¶hte SalinitÃ¤ um den Faktor 10 an. 
SO42 lag an der unteren Nachweisgrenze von 1-2 pmollg Fg; NO3- lief3 sich mit keiner 
der verwendeten Analysemethoden nachweisen. 
Die Anreicherung der Ionen Na+, K+ und HPO42 in den Zellen erfolgte gleichmaig 
Ã¼be die 14-tÃ¤gig Kulturperiode in hypersalinen Medien (dargestellt fÃ¼ die 
70'1~-Kultur: Grafik 6). Lediglich unmittelbar nach dem Upshock kam es zu einer 
spontanen Ã„nderung Dabei stieg die Na+-Konzentration rasch an, die K+- und 
HP042.-Gehalte nahmen vorÃ¼bergehen ab. Diese Ã„nderunge entsprachen den 
Konzentrations-Gradienten zwischen Zeile und Medium. 
Die Analyse ungewaschener Thalli (nach 14-tÃ¤gige Kultur) ergab, da5 in der 
Zellwand groÃŸ Mengen von K+ angereichert wurden (Grafik 7). Diese Anreicherung 
erreichte im 0,350100-Medium das 720-fache der AuBenkonzentration (Grafik 8) und 
selbst im 1750100-Medium noch das 4-fache. In der 70%o-Kultur war der K+-Gehalt bei 
gewaschenen und ungewaschenen Thalli ungef* gleich, die Zellwand enthielt also 
kein auswaschbares Kalium mehr. 
Im Gegensatz dazu wurde Na+ nur unter hypoosmotischen Bedingungen ein wenig 
angereichert; in hÃ¶he konzentrierten Medien entsprach die Na+-Konzentration im 
ECS der des Mediums (Grafik 7 + 8). 
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Grafik 4: Kationengehalte nach 14tÃ¤gige Kultur. Der ECS wurde vor der Analyse 
ausgespÃ¼lt 
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Grafik 5: Anionengehalte nach 14tÃ¤gige Kultur. Der ECS wurde vor der Analyse 
ausgespÃ¼lt 
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Grafik 6: Zeitverlauf der Ionenaufnahme wÃ¤hren der 14tÃ¤gige Kultur in 7CPIoo. 

Organische Osmotika: 
Die deutlichste Zunahme unter steigenden SalinitÃ¤te (nach 14-tÃ¤gige Kultur) zeigte 
der Sorbitgehalt der Proben (Grafik 9), die Saccharose-Konzentration nahm ebenfalls 
zu, war aber deutlich geringer als der Sorbitgehalt. Glukose lieÃ sich nur in der 
70Ãˆ100-Kultu in grÃ¶ÃŸer Mengen nachweisen, sonst lag die Konzentration 
bei Ca. lpmol I g Fg. 
Der Gehalt an freien AminosÃ¤ure (ohne Prolin) war unter allen SalinitÃ¤te ungefahr 
gleich (Grafik 9). Dagegen zeigte Prolin ein Konzentrations-Maximum bei 170100 und 
3.50100, hier war der Prolingehalt ebenso hoch, wie der aller anderen AminosÃ¤ure 
zusammen. 
Auf elektronenmikroskopischen Bildern (vgl. 3.1.3.2.) lieÃ sich zeigen, daÂ unter 
hÃ¶here SalinitÃ¤te der StÃ¤rkegehal der Chloroplasten abnahm, unter 
hypoosmotischen Bedingungen wurden die StÃ¤rkekÃ¶m dagegen groÃŸer Diese 
VerÃ¤nderunge waren allerdings erst nach mehreren Wochen Kulturdauer deutlich zu 
erkennen. Thalli, die 8 Wochen in 1750100 kultiviert wurden, enthielten fast keine 
StÃ¤rk mehr; dies war auch mit einer JKJ-FÃ¤rbun zu zeigen. Andere Thalli, die fÃ¼ 
8 Wochen in 3.50100 im Dunkel gehalten wurden, zeigten noch eine deutliche 
JKJ-Farbreaktion. Der Abbau der StÃ¤rk war also nicht allein auf den Ausfall der 
Photosynthese (vgl. 3.1.2.4.) zurÃ¼ckzufÃ¼hre 
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Grafik 9: Gehalte organischer Osmotika nach 14-tÃ¤gige Kultur 
(andere AS = alle AminosÃ¤ure ohne Prolin) 
Ebenfalls untersucht wurden die Gehalte an Dimethylsulphoniopropionat (DMSP), 
Glycerin und Ribit (Adonit). Keine dieser Substanzen konnte bei der 
chromatographischen Analyse (HPLC) in nennenswerten Mengen nachgewiesen 
werden (KARSTEN, pers. Mitteilung). 
Kalkulation des osmotischen Potentials: 
Die vorstehend beschriebenen Konzentrationen von Ionen und organischen Osmotika 
wurden verdoppelt (BerÃ¼cksichtigun des 50%igen Zellwandanteils, vgl. 3.1.2.3.) 
und aufsummiert (Grafik 10). Im Vergleich mit den osmotischen Potentialen der 
verschiedenen Medien ergab sich nur in normalem Seewasser (3501~) ein u n g e f ~  
ausgeglichenes VerhÃ¤ltnis In hypoosmotischen Medien zeigte sich ein Ãœbergewich 
des osmotischen Potentials im Protoplasten; der in 0,3501~ daraus resultierende 
Turgor betrug Ca. 2,l  MPa. In 7 @ / ~  hatte das Kulturmedium ein etwas hÃ¶here 
Potential als der Protoplast, und in 17501~ Ã¼berstie das osmotische Potential des 
Mediums das des Protoplasten bei weitem. 
Osmotische Po ten t ia le  
in Protoplast und Medium 
Kationen 
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Grafik 10: Osmotische Potentiale nach 14tÃ¤gige Kultur. Berechnet aus den 
Konzentrationen, die in Grafik 4, 5 und 9 dargestellt sind. 
Chlorophyll: 
Die Chlorophyll-Konzentrationen je Gramm Frischgewicht (Grafik 11) waren nach 
14-tÃ¤gige Kultur unter hypoosmotischen Bedingungen relativ unverÃ¤ndert Dagegen 
kam es in der 7Wm-Kultur zu einer Anreicherung von Chlorophyll. Der 
Konzentrationsanstieg bezogen auf das organische Trockengewicht war geringer, da 
sich der veringerte Wassergehalt der Thalli (vgl. Grafik 3) hier nicht bemerkbar 
machte. 
Der Wassergehalt der Thalli beeinflusste die Darstellung der Chlorophyllgehalte. Da 
nicht entschieden werden konnte, ob scheinbar verÃ¤ndert Chlorophyllgehalte nur eine 
Folge von Frischgewichts- und WassergehaltsÃ¤nderunge waren, wurde eine 
Modellrechnung zur Chlorophyllsynthese durchgefÃ¼hrt 
Chlorophyl lgehalte 
in verschiedenen SalinitÃ¤te 
SalinitÃ¤ in  %o 
U Chl a / g Fg m Chl b / g Fg 
Chl / g org. Tr â‚¬ Chl - Synthese 
Grafik 11 : Chlorophyllgehalte nach 14tÃ¤gige Kultur. Der Wert fÅ¸  die Chlorophyll- 
Synthese wurde durch Modellrechnung ermittelt (vgl. Text). 
Ausgegangen wurde von 1 g Fg zu Anfang des Versuchs und einer relativen 
Wachstumsrate (RGR) von 7% entsprechend der Wuchsrate (WR) von 100%. Unter 
BerÃ¼cksichtigun der jeweiligen Wuchsraten fÃ¼ die verschiedenen SalinitÃ¤te lieÃ 
sich das Fg nach 14-tÃ¤gige Kultur errechnen. Die Kombination mit den 0.a. 
Chlorophyllgehalten (je g Fg) ergab die absolute Chlorophyllmenge zu Kulturende. 
Nach Abzug des Chlorophyllgehaltes zu Versuchsbeginn verblieb der Anteil, der 
innerhalb der 14-tÃ¤gige Kulturdauer neu synthetisiert wurde. Diese Chlorophyll- 
Synthese ist in Grafik 11 ebenfalls dargestellt. Sie war in 1 7 0 1 ~  (Wachstumsopiimum) 
am produktivsten und nahm dann mit steigernder SalinitÃ¤ ab; aber auch in 1750100 
wurde noch Chlorophyll synthetisiert. 
Der Anteil von Chlorophyll a blieb konstant bei Ca. 80% des Gesamtchlorophylls. 
3.1.2.4. Photosynthese und Atmung 
Die Photosynthese- und Atmungsraten (Grafik 12) Ã¤nderte sich nur wenig nach 
14-tÃ¤gige Kulturdauer unter hypoosmotischen Bedingungen. Das Maximum lag 
(analog zu den Wuchsraten) bei 170100, allerdings waren die Unterschiede in diesem 
Bereich nicht signifikant. Dagegen nahmen Photosynthese und Atmung in 
7@h-Medium stark ab. Der Lichtkompensationspunkt bei Ca. 10 pE/m2s (Grafik 12) 
und der Bereich der LichtsÃ¤ttigun bei IntensitÃ¤te 2 200 pE/m2s (Grafik 13) wurden 
durch die unterschiedlichen SalinitÃ¤te offenbar nicht beeinfluÃŸt In 17501~0-Medium 
war nach 14 Tagen Kulturdauer weder Photosynthese noch Atmung feststellbar. 
Nach dem osmotischen Upshock von 3501~  auf 17501~ waren beide Raten sofort stark 
reduziert und erholten sich innerhalb der folgenden Stunden nur wenig (Grafik 14). 
Beim osmotischen Downshock von 17501~ nach 3.501~ (Grafik 15) setzte die Atmung 
sofort wieder mit Ca. 113 der normalen Rate ein; die Photosyntheserate war wesentiich 
geringer. Beide Raten erholten sich in der Folgezeit kontinuierlich. Nach 3 Tagen war 
die Photosyntheserate wieder hÃ¶he als die Atmungsrate, hatte aber erst 113 der 
Normalrate (3501~-Kultur) erreicht. Die Atmungsrate dagegen war schon auf Ã¼be die 
HÃ¤ift der Normalrate angestiegen. 
Photosynthese und Atmung 
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Grafik 12: Raten von Photosynthese und Dunkelatmung nach 14tÃ¤gige Kultur. 
(Photosyntheseraten = brutto, Atmungsveriust nicht abgezogen) 
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Grafik 13 : Photosynthese-Lichtkurven nach 14tÃ¤gige Kultur. (Photosynthese- 
raten = brutto, Atrnungsverlust nicht abgezogen) 
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Grafik 14: Photosynthese und Atmung unmittelbar nach dem Upshock von 35Q100 
auf 175~100. (a = Raten in 350100, b = 14 Tage in 175~1~0) 
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Grafik 15: Photosynthese und Atmung nach 14 Tagen in 175~100 (b) 
und anschlieÃŸende Downshock auf 35~100. 
3.1.2.5. Thallusdehnung unter osmotischem StreÃ 
Da aus technischen GrÃ¼nde die Thallusdehnung nur in den zwei Richtungen der 
ThallusflÃ¤ch beobachtet werden konnte, muÃŸt auf die Ã„nderun der Thallusdicke 
indirekt geschlossen werden. Umrechnungen unter Zuhilfenahme der Thallusdichte 
zeigten aber, daÂ die Dehnung (bzw. Kontraktion) relativ gleichrnaig in alle drei 
Richtungen verlief. Die MeÃŸwert wurden als prozentuale Ã„nderun in einer Richtung 
angegeben, dabei entsprechen 100% der LÃ¤ng des Thallus vor Versuchsbeginn. 
Die Inkubation in hypoosmotischen Medien fÃ¼hrt zu einer Ausdehnung des Thallus 
(Grafik 16). Bei geringer KonzentrationsÃ¤nderun war sie bereits nach 10 Minuten, 
bei Inkubation in 0,350100 erst nach mehreren Stunden abgeschlossen. Das M d  der 
Thallusdehnung hing von der StÃ¤rk des Konzentrations-Unterschiedes ab; allerdings 
zeigte sich kein Unterschied zwischen 3,50100 und 0,350100; hier war vermutlich das 
maximale DehnungsvermÃ¶ge der ZellwÃ¤nd des Thallus erreicht. 
Unter hyperosmotischen Bedingungen (Grafik 17) war die Kontraktion der Thalli sehr 
schnell abgeschlossen, auffallig war eine leichte Thallusdehnung nach Inkubation in 
420100-Medium. 
Die Zellwand abgetÃ¶tete Thalli (Grafik 18) war in 0,350100 und in 1750100 inhibiert 
worden und zeigte in beiden Medien eine Kontraktion. Lediglich Detergenz- oder 
Ultraschall-behandelte Thalli dehnten sich bei Inkubation in 0,350/00. 
3.1.2.6. Regulation des Thallusvolumens 
Unter hypoosmotischen Bedingungen war innerhalb von 5 Stunden nach dem 
Downshock der Thalli kein signifikanter RÃ¼ckgan der Dehnung zu beobachten. 
Dagegen zeigte sich nach osmotischem Upshock auf Konzentrationen zwischen 520100 
und 1050100 ein leichter RÃ¼ckgan der Kontraktion (Grafik 17). Dieser setzte nach 
30 - 60 Minuten ein, glich aber nur einen Teil des Volumenverlustes aus. In 5201~ 
wurde maximal die HÃ¤lft des Volumenverlustes ausgeglichen, in hÃ¶he 
konzentrierten Medien nicht mehr als 113. In 17501~ wurde kein RÃ¼ckgan der 
Thalluskontraktion beobachtet. 
Thal lusdehnung 
nach hypoosmotischem Schock 
Grafik 16: Thallusdehnung nach Inkubation in hypoosmotischen Medien. 
(Thalluslange zu Beginn = 100%, positive Werte = Dehnung) 
Thal luskontrakt ion 
nach hyperosmotischem Schock 
Minuten 
42%o 52%a O 7O%o 
* 105%c 175%o 
Grafik 17: Thalluskontraktion nach Inkubation in hyperosmotischen Medien. 
(ThalluslÃ¤ng zu Beginn = 100%, negative Werte = Kontraktion) 
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Grafik 18: LÃ¤ngenÃ¤nderung toter Thalli nach Inkubation in 0,3501~~1 und in 17501~0. 
Die Werte mehrerer Versuchsreihen sind zu Mittelwerten zusammengefaÃŸ 
(vgl. Anhang 3). 
(ThalluslÃ¤ng zu Beginn = 100%, positive Werte = Thallusdehnung, 
negative Werte = Kontraktion) 
Das AusmaÃ der Volumenregulation zeigte keinen erkennbaren Zusammenhang zur 
Vorbehandlung der Thalli, d.h. die Beleuchtung vor und nach dem osmotischen 
Schock (vgl. 2.2.14.) hatte keine Auswirkung auf die Volumenregulation. Lediglich 
die StÃ¤rk des Upshocks beeinfldte den RÃ¼ckgan der Kontraktion in der oben 
beschriebenen Weise. 
Die MeÃŸwert unterlagen relativ hohen Schwankungen, so daÂ die Ergebnisse zur 
Volumenregulation statistisch unsicher sind. Trotzdem wurde in einigen Versuchen 
nach hyperosmotischer Belastung ein RÃ¼ckgan der Thalluskontraktion gemessen, der 
signifikant oder sogar hoch signifikant war. 
3.1.3. Ultrastruktur 
3.1.3.1.  Ultrastruktur in der Normalkultur ( 3 5 0 / ~ 0 ]  
Eine schematische h r s i c h t  Ã¼be die Ultrastruktur der Zellen von P. crispa ist in 
Abb. 5 dargestellt. Die zylindrischen Protoplasten waren palisadenartig im 
einschichtigen Thallus von P. crispa 
ZellwÃ¤nde umschlossen (Abb. 6). 
angeordnet, sie wurden von mÃ¤chtige 
Abb. 5: Schemazeichnung einer Zelle (Thallusquerschnitt) 
nach konventioneller PrÃ¤paratio 
Abb. 6: Querschnitt durch einen Thallus 
nach Nanoplast-Einbettung 
C = Chloroplast, G = Globuli, M = Mitochondrium, N = Nucleus 
P = Pyrenoid, S = StÃ¤rke T = Thylakoide, W = Zellwand 
Zwischen den Protoplasten betrug die minimale Dicke der Zellwand Ca. 0,2 pm, die 
AuÃŸenwÃ¤n an der ThallusoberflÃ¤ch waren Ca. 2 pm dick (Abb. 7 + 8). Diese 
ZellwÃ¤nd zeigten hÃ¤ufi zwei verschiedene Schichten: 
Unmittelbar am Protoplasten war eine Schicht, die im elektronen-mikroskopischen 
Bild sehr hell erschien (Abb. 6 + 9), ihre Dicke schwankte zwischen 0,2 pm und 
Ca. 1,5 um. Abbauversuche mit Pektinase und Pektinesterase zeigten, daÂ dieser 
innere Bereich der Zellwand zu einem grolkn Teil aus Pektinen bestand 
(Abb. 9 + 10). 
Abb. 7 + 8: Anordnung der Zellen im Thallus 
7: Querschnitt durch einen Thallus (Protoplasten lÃ¤ngs 
8: FlÃ¤chenschnit durch einen Thallus (Protoplasten quer) 
G = Globuli, S = StÃ¤rke W = Zellwand 
Abb. 9 - 12: Aufbau der ZellwÃ¤nd 
9: Unbehandelte Zellwand (Spurr-Einbettung) 
10: Zellwand nach Pektmase-Behandlung 
1 1 : Zellwand-Inkrusten (Pfeil) vor der Nachkontrastierung 
12: Zellwand-Inkrusten (Pfeil) nach der Nachkontrastierung 
G = Globuli 
Die Ã¤uÃŸe Schicht der Zellwand an der ThallusoberfiÃ¤ch war stÃ¤rke kontrastiert, sie 
wurde durch Pektinase nicht abgebaut (Abb. 9 + 10). Hier fanden sich hÃ¤ufi 
EinschlÃ¼sse die vor der Nachkontrastierung dunkler, nach der Nachkontrastierung 
aber heller als die Ã¼brig Zellwand erschienen (Abb. 11 + 12). 
In einigen PrÃ¤parate fehlte bei einer der AuÃŸenwÃ¤n die Ã¤uÃŸe Schicht 
(Abb. 6 unten). Die innere, schwach kontrastierte Schicht war dann sehr viel dicker 
als an der anderen ThallusoberflÃ¤che Wenn die innere Zellwandschicht einseitig 
dicker war, so war dies immer auf der Zellkern-Seite der Protoplasten (zur Lage der 
Zellkerne: siehe unten). Diese verstÃ¤rkt innere Schicht war aber nur in einigen 
PrÃ¤parate zu sehen, so daÂ nicht generell zwei verschiedene AuÃŸenwÃ¤n 
(Thallusober- und unterseite) identifiziert werden konnten. DarÃ¼be hinaus wurde die 
Ansicht der ZellwÃ¤nd durch die Schnittebene stark beeinflul3t und eventuell 
ve~alscht. 
Den Ã¤uÃŸer AbschluÃ der Zellwand bildete eine dÃ¼nn Schicht, die den gleichen 
Kontrast wie die 0.g. EinschlÃ¼ss zeigte. Sie war nach auÂ§e nicht scharf begrenzt, 
sondern schien sich allmÃ¤hlic vom Thallus abzulÃ¶sen 
Fast das gesamte Protoplastenvolumen wurde von einem Chloroplasten eingenommen, 
so daÂ am Rande nur ein schmaler Cytoplasmasaum blieb. Im Chloroplasten waren 
zahlreiche StÃ¤rkekÃ¶m sichtbar. Sie umschlossen das Pyrenoid und lagen auch irn 
Ã¼brige Chloroplasten zwischen den Thylakoiden verteilt (Abb. 13). Die meisten 
Chloroplasten hatten nur ein zentrales Pyrenoid, selten wurden auch Chloroplasten mit 
zwei Pyrenoiden beobachtet (Abb. 14); dies war vermutlich ein Hinweis auf eine 
bevorstehende Zellteilung. Die Thylakoide waren wegen der dazwischenliegenden 
StÃ¤rkekÃ¶rn und dem stark kontrastierten Chloroplasten-Stroma oft nur schwer zu 
erkennen; ebenso die Chloroplasten-HÃ¼llmembran die in den zahlreichen 
Auslappungen des Chloroplasten oft bis dicht an das Plasmalemma reichte. Sehr selten 
konnten auch Plastoglobuli zwischen den Thylakoiden identifiziert werden. 
Im ebenfalls stark kontrastierten Cytoplasma erkannte man gelegentlich die 
Mitochondrien. Der Zellkern lag in einem Ende des lÃ¤ngliche Protoplasten, bedingt 
durch die antikline Zellteilungsebene immer am gleichen Ende des Protoplasten in 
einem ThallusstÃ¼ck Oft waren im Zellkern Heterochromatin und der Nucleolus 
sichtbar (Abb. 14). 
Abb. 13 + 14: Chloroplasten und Zellkerne 
13 : Chloroplasten mit l Pyrenoid 
14: Chloroplasten mit 2 Pyrenoiden 
C = Chloroplast, G == Globuli, N = Nucleus, P = Pyrenoid, S = StÃ¤rke 
W = Zellwand 
Abb. 15 - 18: Globuli im Cytoplasma 
15: Osmium-fixierte Globuli vor dem Nachkontrast 
16: Osmium-fixierte Globuli nach dem Nachkontrast 
17: Gefrierbruch, Ubersicht Ã¼be zwei Zellen 
18: Gefrierbruch an der OberflÃ¤ch der Globuli 
G = Globuli, N = Nucleus, S = StÃ¤rke T = Thylakoide, W = Zellwand 
Auffallig war eine Vielzahl von lipophilen Globuli, die sich vornehmlich an den 
Enden des lÃ¤ngliche Protoplasten im Cytoplasma befanden (Abb. 7). Nach Osmium- 
Fixierung zeigten sie einen starken Kontrast, der allerdings durch die nachfolgende 
Behandlung mit Bleicitrat wieder verloren ging (Abb. 15 + 16, vgl. 3.3.). An 
UltradÃ¼nnschnitte wurde niemals eine umhÃ¼llend Membran dieser Globuli 
beobachtet. Um sie sicher gegen Vesikel oder Vakuolen abgrenzen zu kÃ¶nnen 
wurden auÃŸerde Gefrierbruch-PrÃ¤parat hergestellt (Abb. 17 + 18). Auf diesen 
waren keinerlei Intramembran-Partikel an den BruchflÃ¤che der Globuli sichtbar. Die 
BruchflÃ¤che erschienen sehr glatt, wie eine Phasengrenze zwischen hydrophiler und 
lipophiler Phase. AuÃŸerde besiÃ¤tigt die Form, in der einige benachbarte Globuli 
miteinander verschmolzen waren, die Vermutung, daÂ es sich hier nur um lipophile 
EinschlÃ¼ss im Cytoplasma, nicht aber um membranumschlossene Kompartimente 
handelte. 
3.1.3.2. Ultrastruktur unter Salzstrefi 
VerÃ¤nderunge unmittelbar nach osmotischem Schock: 
Proben, die innerhalb von 10 Minuten nach einem starken osmotischen Up- oder 
Downshock fixiert wurden, zeigten (abgesehen von der erodierten StÃ¤rk in 175Ol00) 
keine VerÃ¤nderun der Ultrastruktur. Allerdings war eine zuverlÃ¤ssig Analyse der 
Membranen (insbesondere Thylakoide und Mitochondrien) wegen der 
unbefriedigenden Strukturerhaltung der Proben (vgl. 3.1.3.5 .) nicht mÃ¶glich 
VerÃ¤nderunge nach hypoosmotischer Kultur (0,350100): 
Unter hypoosmotischen Bedingungen Ã¤ndert sich die Ultrastruktur der Zellen nur 
wenig (Abb. 19). Nach 14 Tagen war gelegentlich eine leichte VergrÃ¶fkrun der 
StÃ¤rkekÃ¶m im Chloroplasten zu beobachten. Nach 4 Wochen in hypoosmotischer 
Kultur (Abb. 20) waren dann die StÃ¤rkekÃ¶m jedoch deutlich angewachsen. 
Abb. 21 + 22 zeigen einen Thallus nach 30 Wochen in 0,350100; hier waren die 
StÃ¤rkekÃ¶m enorm vergrÃ¶ÃŸer Vermutlich waren jeweils mehrere SÃ¤rkekÃ¶m 
zusammengewachsen. 
Weitere VerÃ¤nderunge in der Ultrastruktur konnten nach hypoosmotischer Kultur 
nicht beobachtet werden. 
Abb. 19 - 22: VerÃ¤nderunge nach hypoosmotischer Kultur 
19: nahezu unverÃ¤ndert StÃ¤rk nach 14 Tagen in 0,3501~1 
20: leichte Zunahme der StÃ¤rk nach 4 Wochen in 0,3501~1 
21 : Thallus nach 30 Wochen in 0,3501~1 
22: Ausschnitt aus Abb. 21: stÃ¤rkegefÃ¼llt Chloroplast 
G = Globuli, M = Mitochondrien, P = Pyrenoid, S = StÃ¤rke W = Zellwand 
VerÃ¤nderunge nach hyperosmotischer Kultur (70%o): 
Innerhalb des ersten Tages nach der Aufsalzung von 3 5 0 1 ~  auf 7@/m war keine 
eindeutige VerÃ¤nderun der Ultrastruktur feststellbar. Lediglich das Stroma der 
Chloroplasten erschien in dieser Zeit gelegentlich inhomogen. Da diese InhomogenitÃ¤ 
nur nach Nanoplast-Einbettung erkennbar war, ist ein Artefakt durch diese 
PrÃ¤parationsmethod nicht auszuschlieBen. 
Einen Tag nach dem Upshock waren zwischen den lipophilen Globuli gelegentlich 
kleine Vakuolen sichtbar. Ihre Anzahl und ihr Volumen nahmen mit lÃ¤ngere 
Kulturdauer in 7 @ / ~  zu. Nach 7 Tagen in 7@/m waren im Chloroplasten etwas mehr 
Thylakoide zu erkennen, zwischen ihnen waren hÃ¤ufi Plastoglobuli sichtbar. Diese 
Anreicherung von Thylakoiden und Plastoglobuli erschien nach 14 Kulturtagen in 
7@/m (Abb. 23) noch deutlicher, was mÃ¶glicherweis auch daran lag, daÂ der 
StÃ¤rkegehal der Chloroplasten zu dieser Zeit bereits leicht reduziert war. Die Anzahl 
der Vakuolen hatte weiter zugenommen. Im Cytoplasma konnten entlang dem 
Plasmalemma zahlreiche Vesikel beobachtet werden (Abb. 24). 
Zellen, die 3 Monate bei 7@/m kultiviert worden waren, enthielten fast keine Stiirke 
mehr. Dadurch trat die Anreicherung von Thylakoiden und Plastoglobuli besonders 
deutlich hervor. Anzahl und Volumen der Vakuolen hatten sich gegenÃ¼be den Zellen 
nach 14-tÃ¤gige Kultur offenbar nur wenig verÃ¤nder (Abb. 25 + 26). 
Die Vakuolen waren fast nie vom Plast infiltriert und erschienen deshalb als m h e r  
im UltradÃ¼nnschnitt Auch der Tonoplast konnte nur selten dargestellt werden. 
Abb. 23 - 26: VerÃ¤nderunge in 7@/m-Kultur 
23: Vakuolen nach 14 Tagen in 7@/m 
24: Vesikel P) am Plasmalemma nach 14 Tagen in 7@/m 
25: Thallus nach 3 Monaten in 7@/m (FlÃ¤chenschnitt 
26: Ausschnitt aus 25: fast stÃ¤rkefreie Chloroplast 
C = Chloroplast, G = Globuli, P = Pyrenoid, pl = Plastoglobuli, 
S = StÃ¤rke V = Vakuole, W = Zellwand 
VerÃ¤nderunge nach Kulturhaltung in 17501~: 
In einigen PrÃ¤paraten die 10 Minuten nach dem Upshock von 3501~ auf 17501~ fixiert 
wurden, zeigten sich VerÃ¤nderunge an den StÃ¤rkekÃ¶m der Chloroplasten 
(Abb. 27 + 28). Stark kontrastierte Strukturen waren auf fast allen StÃ¤rkekÃ¶m 
(und nur dort) zu sehen. Diese Erosionsspuren wurden in spÃ¤te fixierten Proben nicht 
mehr gefunden. Das Chloroplasten-Stroma erschien inhomogen (vgl. oben, 7 W ) ,  die 
Ã¼brig Ultrastruktur erschien unverÃ¤nder gegenÃ¼be dem Normalzustand (3501~). 
Auch in den folgenden Tagen blieb die Ultrastruktur der Zellen fast unverÃ¤ndert 
Nach 7 Tagen in 17501~ waren etwas mehr Thylakoide und Plastoglobuli in den 
Chloroplasten sichtbar, der StÃ¤rkegehal erschien leicht reduziert. Vakuolen konnten 
erstmals 14 Tage nach dem Upshock beobachtet werden, sie waren aber sehr selten 
(anders als nach 14 Tagen in 7Wm-Kultur). Der StÃ¤rkegehal war nach 14 Tagen in 
vielen Zellen deutlich reduziert (Abb. 29). Hier war offenbar in den 17501~-Kulturen 
weniger StÃ¤rk verblieben als in den 7001~-Kulturen. Der StÃ¤rke-Gehal zeigte aber in 
benachbarten Zellen gelegentlich groÃŸ Unterschiede und konnte daher nicht sicher 
quantifiziert werden. 
Nach 8-wÃ¶chige Kultur in 17501~ war keine StÃ¤rk mehr in den Chloroplasten; 
Thylakoide und Plastoglobuli waren zahlreich und gut zu erkennen. Zwischen den 
Globuli lagen jetzt viel mehr Vakuolen als nach 14-tÃ¤gige Kultur; ihre Anzahl und 
ihr Volumen entsprachen u n g e f ~  dem Zustand, der in 7 @ / ~  schon nach 14-iÃ¤gige 
Kultur erreicht worden war (Abb. 30). 
Abb. 27 - 30: VerÃ¤nderunge in 175o/oo-Kultur 
27: PrÃ¤para unmittelbar nach dem Upshock auf 17501~1 
28: Ausschnitt aus 27: StÃ¤rkekÃ¶m mit Erosionsspuren (A) 
29: 14 Tage in 175Oloo: weniger StÃ¤rke keine Vakuolen 
30: 2 Monate in 175%o: keine StÃ¤rke Vakuolen im Cytoplasma 
G = Globuli, pl = Plastoglobuli, S = StÃ¤rke T = Thylakoide, V = Vakuole, 
W = Zellwand 
3.1.3.3. StrukturÃ¤nderunge in der Nachkultur 
Nach 14-iÃ¤gige Kultur unter 7 @ / ~  oder 1750100 wurden die Thalli in normales 
Medium (3501~~) zurÃ¼ckgesetz (Nachkultur). In den ersten 4 Tagen dieser Nachkultur 
waren die 0.g. VerÃ¤nderunge der Ultrastruktur durch den vorangegangenen SalzstreÃ 
noch zu erkennen, aber nach 7 Tagen Nachkultur bestand fast kein Unterschied mehr 
zur normalen Ultrastruktur. Lediglich die Anzahl der Thylakoide und der 
Plastoglobuli schien noch geringfÃ¼gi erhÃ¶h zu sein. An den lipophilen Globuli 
konnte sowohl unter osmotischem StreÃ als auch in der Nachkultur keinerlei 
VerÃ¤nderun festgestellt werden. 
3.1.3 -4. Elementnachweis mit EDXA und EELS-Technik 
In einer Probe der 0,3501~-Kultur wurde mit der EELS-Technik (Electron-Energy- 
Loss-Spectroscopy) Phosphor nachgewiesen. Im Cytoplasma der Zellen befanden sich 
eng begrenzte Bereiche (Abb. 31 + 32), in denen die Phosphor-Konzentration 
vermutlich zwischen 0, l  und 1 molar betrug (Grafik 19 + 20). HÃ¤ufi waren an 
diesen Stellen auch k h e r  im Ultradumschnitt. Eine umhÃ¼llend Membran konnte 
nicht dargestellt werden. Wegen des schlechten Bildkontrastes der EELS-PrÃ¤parat 
(50 nm-Schnitte, ohne jede Schwermetall-behandlung) wurden die Abb. 31 + 32 mit 
der ESI-Technik kontrastverstÃ¤rkt 
In keiner anderen Probe lieÃŸe sich Phosphor, Natrium oder Chlor, also die Ionen, 
die unter SalzstreÃ in den Thalli angereichert wurden, nachweisen. Da die Vakuolen, 
in denen die angereicherten Ionen vermutet wurden, meistens vom Plast nicht 
infiltriert wurden, konnten in diesen Bereichen keine Messungen durchgefÃ¼hr 
werden. Auch in der Zellwand, die zumindest in den hypersaiinen Proben erhebliche 
Mengen an Ionen enthielt, war ebenfalls kein Nachweis mÃ¶glich Entsprechendes gilt 
auch fÅ¸ die Vesikel, die in der 7@/oo-Kultur beobachtet wurden (Abb. 24). 
Schwefel war in den ZellwÃ¤nde ebenfalls nicht nachweisbar, dies bestÃ¤tigt die 
Ergebnisse der chemischen Analyse (vgl. 3.1.2.3 .). 
Abb. 31 + 32: PrÃ¤para der 0,3501oo-Kultur, unkontrastiert zum 
Phosphor-Nachweis mit der EELS-Technik 
3 1 : Ãœbersich Ã¼be 2 untersuchte Zellen 
32: Der MeÃŸbereic im Cytoplasma 0- 
beide Abbildungen sind durch die ESI-Technik kontrastverstÃ¤rk 
(AE = 240 eV) N = Nucleus, S = StÃ¤rke W = Zellwand 
Der Versuch, die angereicherten Ionen (vgl. 3.1.2.3.) mit Hilfe der 
energiedispersiven RÃ¶ntgenmikroanalys (EDXA) zu lokalisieren, blieb leider 
erfolglos. Die Vakuolen, in denen hohe Salzkonzenirationen vermutet wurden, waren 
zu klein, um sie mit der EDXA untersuchen zu kÃ¶nnen Die geringe GrÃ¶Ã der Zellen 
erschwerte die Unterscheidung der verschiedenen Zellbestandteile. AuÃŸerde gab es 
bei der PrÃ¤paratio der Thalli vielfÃ¤ltig technische Probleme, die hier nicht nÃ¤he 
diskutiert werden sollen. 
Grafik 19: EELS-Spektrum an der in Abb. 32 bezeichneten Stelle 
in einem PrÃ¤para der 0,35~/~-Kultur 
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Grafik 20: Subtraktionsspektrum aus Grafik 19, der bezeichnete Peak zeigt im 
PrÃ¤para enthaltenen Phosphor an. (vgl. Abb. 31 + 32) 
3.1.3.5. QualitÃ¤ der elektronenmikrosko~ischen PrÃ¤psatio 
Die QualitÃ¤ der elektronenmikroskopischen PrÃ¤parat war oftmals nicht befriedigend. 
Das Hauptproblem bestand in der ungenÃ¼gende Einbettung der PrÃ¤parate vor allem 
die Vakuolen der hypersalin kultivierten Thalli waren meistens nicht vollstÃ¤ndi mit 
Plast infiltriert. In anderen Bereichen war der Plast nicht ausreichend durchgehÃ¤rtet 
so daÂ die PrÃ¤parat beim Schneiden zerrissen. Insbesondere die StÃ¤rkekÃ¶m und die 
Zellwand waren oft hÃ¤rte als die anderen Zellbestandteile, die dadurch beim 
Schneiden stark beschÃ¤dig wurden. Es wurde deshalb anfangs versucht, durch die 
Wahl anderer Einbettungsmedien (z.B. unterschiedlich harte Zusammensetzungen von 
Spurr's Medium oder die extrem dÃ¼nnflÃ¼ssi Variante "ultra lown), sowie durch 
verlÃ¤ngert Infiltrationszeiten (HALLAM & LUFF, 1988) die Einbettung zu 
verbessern. Diese BemÃ¼hunge zeigten keinen Erfolg. Eine weitere Ãœberlegun war, 
daÂ keine vollstÃ¤ndig EntwÃ¤sserun stattgefunden habe und die Infiltration durch 
Reste einer wÃ¤ssrige Phase behindert wÃ¼rde Dies kÃ¶nnt vor allem auf die Vakuolen 
zutreffen. Trotz der Versuche, die vollstÃ¤ndig EntwÃ¤sserun der Thalli 
sicherzustellen (vgl. 2.3.6.), konnte aber keine entscheidende ~erbesserung der 
Einbettung erreicht werden. In einer dritten Versuchsserie wurde die Zellwand 
enzymatisch entfernt, um dadurch den Zugang des EinbettungsnÅ¸ttel in das 
Zellinnere zu erleichtern. Leider zeigte sich hier, da6 eine eindeutige Verbesserung 
der Einbettung erst dann erreicht wurde, wenn die Zellwand fast vollstÃ¤ndi aufgelÃ¶s 
und die Ultrastruktur der Protoplasten bereits beeintrÃ¤chtig war. Kontrollversuche 
ergaben, daÂ die SchÃ¤de am Protoplasten zum Teil auf die Enzymwirkung, zum Teil 
aber auch auf den pH-Wert des MES-Puffers @H 5 3 )  zurÅ¸ckzufÅ¸hr waren. Durch 
die Behandlung mit Pektinesterase bei pH 7,5 wurde die Zellwand nur teilweise 
abgebaut, die Einbettung war nicht verbessert. 
Relativ gute Einbettungs-Ergebnisse zeigte dagegen das wassermischbare 
Einbettungsmittel Nanoplast. Die Proben waren meist gut von Plast durchdrungen und 
lieJ3en sich gut schneiden. Der wichtigste Nachteil lag darin, daÂ die Proben nicht mit 
Os04 behandelt werden durften und daher trotz Nachkontrastierung nur einen geringen 
Kontrast zeigten. Die Blockkontrastierung mit Uranylacetat konnte diesen Nachteil 
nur teilweise ausgleichen. AuBerdem wurden die lipophilen Globuli teilweise nicht 
vom Einbettungsmittel infiltriert, so daÂ hier LÃ¶che in den UltradÃ¼nnschnitte 
auftraten. 
Wichtige Vorteile der Nanoplast-Einbettung bestanden im sehr geringen 
Arbeitsaufwand und in der MÃ¶glichkeit ohne wÃ¤ssrig Fixierung und Aceton- 
EntwÃ¤sserun einzubetten; dies war fÃ¼ die Untersuchung der Ultrastruktur an 
getrockneten Thalli besonders wichtig. Die Einbettungs-Ergebnisse nach vorheriger 
Austrocknung (Nanoplast- und konventionelle PrÃ¤paration waren aber deutlich 
schlechter als bei befeuchteten Thalli. Die Plast-BlÃ¶ckche waren oft brÃ¶ckelig 
dadurch entstanden teilweise sehr groÃŸ Liicher irn PrÃ¤parat Die herausgebrochenen 
Partikel verursachten hÃ¤ufi Scharten in den UltradÅ¸mschnitten 
3.2. Versuche zur Austrocknung 
3 -2.1. Physiologie 
3.2.1.1. Austrocknung der Thalli 
Thalli, die trockengetupft und bei Ca. 50% relativer Luftfeuchtigkeit gelagert wurden, 
verloren innerhalb von 6 Stunden Ca. 50% ihres Frischgewichtes; dies entsprach 
einem Verlust von 70% des Zellwassers (Grafik 21). In der Trocknungsphase 
zwischen 6 und 10 Stunden ging die Austrocknungs-Geschwindigkeit deutlich zurÃ¼ck 
danach wurde dann nur noch eine geringe Wassermenge abgegeben. Nach 1-tÃ¤gige 
Trocknungsdauer war der Wassergehalt auf 14% der Ausgangsmenge zurÃ¼ckgegange 
(Wasserverlust = 86% des Zellwassers), das Trocknungsgewicht (Tg) betrug jetzt nur 
noch 39% des ursprÃ¼ngliche Frischgewichtes. In den folgenden 13 Tagen blieb das 
Trocknungsgewicht konstant, d.h. es wurde kein Wasser mehr abgegeben. Die GrÃ–6 
der getrockneten Thalli hatte keinen erkennbaren EinfluÃ auf diese Austrocknungs- 
Geschwindigkeit. 
(Anmerkung: Das absolute Gewebe-Trockengewicht (Tr) der Thalli betrug 29% des 
Frischgewichtes, vgl. 3.1.2.2. und Grafik 3) 
Wasserverlust 
bei Austrocknung 
0 1 2 3 4 5 6  8 9 1 0  1 3  7 14 
Stunden // Tage 
+ 50% r. Feuchte 0 mit Silicagel 0 Feuchtekammer 
Abnahme des Zellwasser-Gehaltes bei der Trocknung 
in 50% rel. Luftfeuchtigkeit, in der Feuchtekammer und Ã¼be Silicagel 
Die relative Luftfeuchtigkeit der Umgebung beeinfluÃŸt die Austrocknung der Algen. 
So konnte nur durch Trocknung Ã¼be Silicagel den Thalli mehr als 86% ihres 
Zellwassers entzogen werden,der Wasserverlust betrug hier nach 10-stÃ¼ndige 
Trocknung 89%, innerhalb von 14 Tagen verloren Thalli maximal 94% ihres 
Zellwassers. Die Lagerung in einem Gef4Ã mit hoher Luftfeuchtigkeit dagegen fÃ¼hrt 
erwartungsgemÃ¤ zu sehr geringen Wasserverlusten. Hier blieb auch bei lÃ¤ngere 
Lagerung der Wasserverlust unter 15% des Zellwassers; in einigen FÃ¤lle wurde 
vermutlich auch Feuchtigkeit aus der Luft wieder aufgenommen (Grafik 21). 
3.2.1.2. Wuchsraten 
FÃ¼ die Wuchsraten (WR) nach RÃ¼ckfÃ¼hru in PES-Medium war nicht nur der 
vorherige Wasserverlust, sondern auch die Trocknungsdauer von Bedeutung (Grafik 
22 - 24). Nach Trocknung bei 50% relativer Luftfeuchtigkeit nahm die WR mit 
verlÃ¤ngerte Trocknungsdauer ab. Allerdings gab es eine Phase zwischen 5 und 9 
Stunden Trocknungsdauer, in der die WR wieder anstieg und sogar 100% erreichte 
(Grafik 22). In dieser Phase blieb der Wassergehalt mit ca. 24% des Zellwassers 
wÃ¤hren der Lagerung relativ stabil. Er war somit nicht allein Ursache fÃ¼ die 
unterschiedlichen Wuchsraten. Eine mehrtÃ¤gig Austrocknung reduzierte die WR 
deutlich, obwohl nach dem ersten Tag kein weiterer Wasserverlust eingetreten war. 
Nach 3 Monaten Lagerung bei 50% relativer Luftfeuchtigkeit entfÃ¤rbte sich die 
Thalli wenige Tage nach der Wiederbenetzung und zeigten kein Wachstum mehr, 
obwohl der Wassergehalt wÃ¤hren der Trocknung nicht unter 14% des Zellwassers 
gesunken war. 
Wuchsraten 
Trocknung bei 50% rF 
Trocknungsdauer: Stunden // Tage 
Wuchsrate (WR) Wassergehalt 
Grafik 22: Wuchsraten nach Austrocknung bei 50% rel. Luftfeuchtigkeit. 
Der vorausgegangene Wasserverlust ist zum Vergleich eingezeichnet 
Wuchsraten 
Silicagel und Feuchtekamrner 
Trocknungsdauer: Stunden // Tage 
Silicagel R WR Silicagel 
0 Feuchtekamrner 0 WR Feuchtekamrner 
Grafik 23: Wuchsraten nach Trocknung Ã¼be Silicagel oder in der Feuchtekammer, 
die entsprechenden Wasserverluste sind markiert 
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Nach Trocknung Ã¼be Silicagel nahmen die Wuchsraten sehr schnell ab (Grafik 23). 
Thalli, die 7 bzw. 14 Tage getrocknet waren, zeigten nach Wiederbenetzung kein 
Wachstum mehr und entfÃ¤rbte sich. Die Wuchsraten nach Lagerung bei hoher 
Luftfeuchtigkeit und nach Lagerung bei 50% relativer Luftfeuchtigkeit lagen eng 
beieinander, obwohl die Thalli in der Feuchtekammer viel weniger Wasser verloren 
hatten. Im allgemeinen nahm die WR mit grÃ¶Â§er Wasserverlust ab; es gab aber 
z.T. erhebliche Schwankungen in der WR nach vergleichbaren 
Wasserverlusten (Grafik 24). Die WR nach Trocknung Ã¼be Silicagel lagen dabei 
sowohl Ã¼be als auch unter den anderen Raten, obwohl die Trocknungsdauer mit 
Silicagel immer deutlich kÃ¼rze gewesen war. 
Die Toleranzgrenze der Alge lag bei einem Wasserverlust von Ca. 90% des 
Zellwassers; stÃ¤rker Austrocknung fÃ¼hrt zum Absterben der Thalli, gleichgÃ¼lti in 
welcher Frist dieser Wasserverlust eintrat. Das Ãœberschreite des kritischen 
Wasserverlustes konnte man an den Thalli fÃ¼hlen bis zu 90% Wasserverlust waren 
sie lederartig, zÃ¤ doch biegsam; bei weiterer Trocknung wurden sie papierartig und 
sprÃ¶de 
Wuchsraten 
in AbhÃ¤ngigkei vom H20-Verlust 
H20-Verlust in % Zel lwasser 
50% rel. Feuchte D Silicagel 
Grafik 24: Wuchsraten der verschiedenen Versuchsserien, aufgetragen gegen den 
vorher erlittenen Wasserverlust, unabhÃ¤ngi von der Trocknungsdauer 
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3.2.1.3. Photosynthese und Atmung wÃ¤hren der Austrocknung 
Innerhalb der ersten 6 Stunden nach dem Trockentupfen der Alge und anschlieÃŸende 
Lagerung bei 50% relativer Luftfeuchtigkeit waren Photosynthese und Atmung noch 
nachweisbar. Die Raten lagen vermutlich erheblich unter den Raten in PES-Medium, 
genauere Aussagen sind aufgrund der ungenauen Methode nicht mÃ¶glic 
(vgl. 2.2.15.). Es wurde beobachtet, daÂ Photosynthese oder Atmung in dem 0.g. 
Zeitraum nur dann nachweisbar waren, wenn die Zellen noch mindestens 30% des 
Zellwassers enthielten. 
3.2.1.4. Photosynthese und Atmung nach Wiederbenetzung 
Die Photosyntheseraten wurden durch die vorherige Austrocknung (bei 50% relativer 
Luftfeuchtigkeit) stark erniedrigt. Die Austrocknungs-dauer hatte dabei kaum einen 
EinfluÃ auf die Photosynthese unmittelbar nach der Wiederbenetzung (Grafik 25). 
LÃ¤nger Wiederbenetzung (3 Stunden bis 3 Tage) fÃ¼hrt zu einer deutlichen Erholung 
der Photosyntheseraten. Diese erreichten dann fast wieder die Normalwerte, auch 
wenn die Thalli viele Tage trocken gelegen hatten. 
Die Atmungsraten wurden durch die Austrocknung weniger beeintrÃ¤chtigt sie lagen 
schon unmittelbar nach der RÃ¼ckfÃ¼hru in PES-Medium im Bereich der Normalrate 
(Grafik 25). Die lÃ¤ngerftistig Wiederbenetzung fÃ¼hrt daher zu keiner wesentlichen 
Steigerung der Atmungsraten. 
In der Normalkultur (ohne Austrocknung) Ã¼bertra die Photosyntheserate die 
Atmungsrate (Dunkelatmung) um das 5-fache (0-Wert in Grafik 25). Nach der 
Austrocknung lagen Photosynthese- und Atmungsraten dicht beieinander, d.h. es gab 
hÃ¤ufi keine, oder nur eine geringe Netto-Photosynthese. 
Photosynthese und Atmung 
gleich nach der Wiederbenetzung 
Trocknungsdauer: Stunden // Tage 
300 pE/mxs Atmung 
Grafik 25: Photosynthese und Atmung nach der Wiederbenetzung, in 
AbhÃ¤ngigkei von der vorausgegangenen Austrocknungsdauer. 
3.2.2. Ultrastruktur nach Austrocknung 
Die Ultrastruktur der Zellen von P. crispa (vgl. 3.1.3.1.) wurde durch die 
Austrocknung der Thalli offenbar nur wenig beeinfldt. 
Das Cytoplasma und das Chloroplasten-Stroma waren oft sehr inhomogen; dies war 
aber mÃ¶glicherweis durch eine mangelhafte PrÃ¤paratio bedingt. Die unfixierten 
Nanoplast-Einbettungen wiesen besonders bei den stÃ¤rke getrockneten Proben sehr 
groÂ§ Ucher auf. Die Analyse der Ultrastruktur konnte daher nur an kleinen 
Teilbereichen des Thallus durchgefÃ¼hr werden. 
Nach 4-stÃ¼ndige Trocknung waren die lipophilen Globuli im Cytoplasma gelegentlich 
zu groÃŸe Tropfen vereinigt (Abb. 33). Mit fortschreitender Austrocknung waren 
diese Tropfen hÃ¤ufige zu erkennen (Abb. 34 + 39), sie konnten vor allem nach 
Spurr-Einbettung gut dargestellt werden. Das Gesamtvolumen der Globuli war in 
getrockneten Thalli vermutlich nicht grÃ¶ÃŸ als in den Kontrollen; allerdings wurde 
eine quantitative Analyse nicht durchgefÃ¼hrt 
Abb. 33 + 34: VerÃ¤nderunge in den Globuli nach Austrocknung 
33: 4 Standen Austrocknung (nachkontrastiertes PrÃ¤parat 
34: 1 Tag Austrocknung (PrÃ¤para nicht nachkontrastiert) 
G = Globuli, S = StÃ¤rke W = Zellwand 
Die Membranen, insbesondere die Thylakoide, wurden durch die Trocknung offenbar 
nicht beschÃ¤digt Nach 1-t3giger Trocknung (Abb. 35 + 36) waren sie in den 
Nanoplast-PrÃ¤parate besonders gut zu erkennen. Auch nach 7-tÃ¤gige Trocknung 
(Abb. 37) oder 14-tÃ¤gige Trocknung (Abb. 40) erschienen die Membranen des 
Chloroplasten unverÃ¤nder gegenÃ¼be den Kontrollen. Die Membranen von 
Mitochondrien und Zellkernen (Abb. 36 + 38) wurden durch die Trocknung ebenfalls 
nicht zerstÃ¶rt die Form der Zellkerne war aber meist nicht so rund wie in den 
ungetrockneten Proben. 
Abb. 35 + 36: EinfluI3 der Trocknung auf die Membranen 
35: Chloroplast, (Thallus l Tag getrocknet) 
36: Thylakoide und Mitochondrien nach 1-tÃ¤gige Trocknung 
M = Mitochondrium, P = Pyrenoid, S = StÃ¤rke T = Thylakoide 
Abb. 37 - 40: EinfluÃ langfristiger Trocknung bei 50 % rel. Luftfeuchte 
37: Chloroplasten nach 7 Tagen Trocknung 
38: Zellkern nach 7 Tagen Trocknung 
39: Globuli nach 7 Tagen Trocknung 
40: Zellen nach 14 Tagen Trocknung 
C = Chloroplast, G = Globuli, M = Mitochondrium, N = Nucleus, 
P = Pyrenoid, S = StÃ¤rke T = Thylakoide, W = Zellwand 
3 -3. EinfluB der Bleikontrastierunp auf die Globuli 
An den lipophilen Globuli im Cytoplasma wurde ein seltenes PhÃ¤nome beobachtet: 
die Nachkontrastierung mit Bleicitrat (Abb. 41 + 42) fÃ¼hrt zu einer Aufhellung 
(Kontrastverlust). In der Standard-Literatur zur elektronenmikroskopischen Technik 
(z.B. PLATTNER & ZINGSHEIM, 1987 oder KNIGHT, 1977) wird ein 
Kontrastverlust durch die Bleikontrastierung nach REYNOLDS (1963) als sehr selten 
beschrieben und im allgemeinen auf den Verlust organischen Materials nach lÃ¤ngere 
Einwirkzeit zurÃ¼ckgefÃ¼h (CATTINI & DAVIS, 1983). Es erschien interessant, 
dieses PhÃ¤nome an den Globuli von P. crispa nÃ¤he zu untersuchen. Die Ergebnisse 
werden hier nur kurz beschrieben und diskutiert, da sie fÃ¼ die eigentlichen 
Fragestellungen dieser Arbeit von untergeordneter Bedeutung sind. 
Um sicherzugehen, da6 die Aufhellung der Globuli nicht nur durch den 
Kontrastgewi~ der umgebenden Strukturen vorgetÃ¤usch wurde, diente der Grauwert 
des Einbettungsmittels als Vergleich. Da die daraus resultierenden Aufnahmen oft 
sehr dunkel waren, werden hier zur Darstellung der Ergebnisse hellere AbzÃ¼g 
gezeigt. Alle Versuche wurden an Serienschnitten durchgefÃ¼hrt 
Der Kontrastverlust wurde durch die BleicitratlÃ¶sun allein verursacht 
(Abb. 41 + 42), aber die Vorbehandlung mit Uranylacetat (vgl. 2.3.9.) verstÃ¤rkt 
den Effekt. Zum Kontrastverlust reichte eine Behandlungsdauer von 10 Sekunden aus, 
lÃ¤nger Behandlung fÃ¼hrt nur zur unspezifischen Anlagerung von Blei im gesamten 
PrÃ¤parat Versuche mit ErsatzlÃ¶sungen die die pH-Werte der Kontrastierungs- 
lÃ¶sunge simulierten, zeigten keine Aufhellung der Globuli (Abb. 43 + 44). Der 
Kontrastverlust des PrÃ¤parate wurde also nicht durch die extremen pH-Werte 
(Uranylacetat: pH 4; Bleicitrat: pH 12) hervorgerufen. Nach Behandlung mit 
komplexbildenden Substanzen wie EDTA (Abb. 46) war nur ein sehr geringer 
Aufhellungseffekt gegenÃ¼be der Kontrolle (Abb. 45) feststellbar, dasselbe Ergebnis 
zeigte die "bleifreie BleilÃ¶sung (Abb. 47). Wurden die PrÃ¤parat jedoch mit 
reduzierenden Substanzen wie H202 behandelt (Abb. 48), trat schon nach sehr kurzer 
Einwirkzeit (10 Sekunden) ein fast vollstÃ¤ndige Kontrastverlust der Globuli ein. 
Abb. 41 - 44: Kontrastverlust der Globuli (1) 
41 : unbehandelte Kontrolle 
42: Kontrastierung nur mit Bleicitrat ( 3 Minuten) 
43: unbehandelte Kontrolle zu Abb.44 
44: Simulation der Bleicitrat-fisung (pH 12; 10 Minuten) 
Abb. 45 - 48: Kontrastverlust der Globuli (2) 
45 : unbehandelte Kontrolle 
46: Behandlung mit EDTA-Lkisung (Komplexbildung) 
47: Behandlung mit "bleifreier BleilÃ¶sung 
48: Behandlung mit H A  (73%; 10 Sekunden) 
Andere kontrastreiche Strukturen irn Protoplasma waren vom Kontrastverlust nicht 
betroffen. Es gab jedoch Inkrusten in der Zellwand, die den gleichen Kontrastverlust 
wie die Globuli zeigten. Wenn die Globuli ihren Kontrast verloren hatten, konnten sie 
auch durch eine erneute Behandlung mit Osmium nicht wieder kontrastiert werden. 
Die Auswertung der Versuche ergab, daÂ das Osmium durch das Blei-Ion aus den 
Globuli herausgelÃ¶s wurde. Die Uranylbehandlung verstÃ¤rkt den Effekt, weil Uranyl 
als "VerbindungsstÃ¼ck die Anlagerung von Blei an Osmium erleichtert 
(PLATTNER & ZINGSHEIM, 1987). Da PH-Ã„nderunge allein keine Wirkung 
zeigten, ist ein EinfluÃ auf die LadungsverhÃ¤ltniss an den polaren Gruppen des 
PrÃ¤parate unwahrscheinlich. Der Verlust organischen Materials lÃ¤Ã sich wegen der 
kurzen Einwirkzeiten und der fehlenden Wirkung der pH-LÃ¶sunge ausschlieÂ§en ein 
organischer Materialverlust durch die Wirkung des Blei-Ions ebenfalls. Die geringe 
Wirkung von komplexbildenden Substanzen lÃ¤Ã vermuten, daÂ das Osmium nur vom 
Blei-Ion gebunden und dadurch aus dem PrÃ¤para herausgelÃ¶s wird. Osmium lagert 
sich bevorzugt an ungesÃ¤ttigt Bindungen im PrÃ¤parat der starke ursprÃ¼nglich 
Kontrast deutet auf eine groÃŸ Anzahl solcher Doppelbindungen in den Globuli hin. 
Die Globuli waren nicht re-osmierbar, weil alle Doppelbindungen bei der ersten 
Osmium-Behandlung abgesÃ¤ttig worden waren. 
Als SchluÃŸfolgerun kann daher vermutet werden, daÂ die Globuli aus einer 
lipophilen Substanz bestehen, die reich an ungesÃ¤ttigte Verbindungen ist. 

4.1. Versuche mit unterschiedlichen SalinitÃ¤te 
4.1.1. Physiologie 
4.1.1.1. Wuchsraten 
Die nahezu konstanten Wuchsraten von P. crispa in SalinitÃ¤te zwischen 0,35o/oo und 
3 5 0 1 ~  belegen, daÂ diese Art ausgezeichnet an hypoosmotische Bedingungen angepasst 
ist. Die nahe verwandte Art Prasiola stipitata toleriert ebenfalls stark hypoosmotische 
Bedingungen (RUSSELL, pers. Mitteilung). Bei Porphyra wnbilicalis, einer Rotalge 
des oberen Eulitorals, fÃ¼hrte jedoch hypoosmotische Bedingungen (unter 701~) zum 
Absterben der Thalli (WIENCKE & LAUCHLI, 1980). Auch viele einzellige 
Meeresalgen sterben in SaliniiÃ¤te unter 5 0 1 ~  schnell ab (McLACHLAN, 1961), dies 
ist sicherlich bei einigen Arten auf fehlende ZellwÃ¤nd zurÃ¼ckzufÃ¼hre Die gute 
Anpassung an hyposaline Bedingungen unterscheidet also die beiden Prasiola-Arten 
von anderen Meeresalgen. Da es in der Gattung Prasiola auch SÃ¼ÃŸwasserart gibt 
(z.B. P. calophylla; BROADY, 1989a+b), kÃ¶nnt man die Anpassung von P. crispa 
an hyposaline Standorte durch die Abstammung von SÃ¼l3wasserarte erklÃ¤ren 
Wie auch bei Porphyra (WIENCKE & LÃ„UCHLI 1980) nahm das Wachstum von 
P. crispa in SalmiiÃ¤te Ã¼be 3501~ sehr schnell ab7 beide Arten ertrugen aber 
SalinitÃ¤te bis zu 1 7 5 h .  Bei P. crispa war sogar noch eine geringe Zunahme der 
organischen Trockensubstanz zu beobachten. AuÃŸerde belegen die Wuchsraten von 
P. crispa in der Nachkultur, daÂ keine irreversible SchÃ¤digun des Thallus eingetreten 
war. 
Die gute Anpassung an hyposaline Bedingungen und die Toleranz gegenÃ¼be hohen 
SalinitÃ¤te machen P. crispa zu einer euryhalinen Art. Dies ist eine wichtige 
Voraussetzung fÃ¼ Algen, die in Habitaten mit hohen SahnitÃ¤tsschwankunge leben 
(KIRST, 1990). 
4.1.1.2. Photosynthese und Atmung 
Hypoosmotische Belastung verursachte bei Mikroalgen mit Zellwand keine Inhibition 
von Photosynthese und Atmung (HELLEBUST, 1985). Da auch P. crispa durch eine 
starke Zellwand vor Ã¼bermÃ¤6ig Volumenzunahme geschÃ¼tz ist, wurden 
Photosynthese und Atmung hier ebenfalls nicht beeintrÃ¤chtigt Die reduzierten 
Photosyntheseleistungen nach der RÃ¼ckfÃ¼hru von 1750100 in 350100 (Grafik 15) waren 
keine Folge des Downshocks, sondern ein Effekt der vorausgegangenen 14-tÃ¤gige 
hyperosmotischen Belastung. Das spontane Wiedereinsetzen von Photosynthese und 
Atmung unmittelbar nach dem Downshock zeigt deutlich, daÂ diese SalinitÃ¤tsÃ¤ndem 
einen positiven EinfluÃ auf die Zellen hatte (Beendigung des hyperosmotischen 
Stresses). Die Atmung erholte sich deutlich schneller als die Photosynthese. Sie wurde 
mÃ¶glicherweis durch den Downshock stimuliert wie auch bei Tetraselmis 
(Platymonas) subcordiformis beobachtet (KIRST & KELLER, 1976). Bei der Rotalge 
Ban@ atropurpurea, die wie P. crispa im Supralitoral vorkommt, wurde die 
Photosyntheserate auch in stark hyposalinen Medien deutlich gesteigert (REED, 
1985). Dies zeigt, daÂ gute Photosyntheseleistungen unter hypoosmotischen 
Bedingungen eine wichtige Anpassung an das Leben im Supralitoral sind. 
Ulva lactuca, eine Art des Eulitorals, zeigte dagegen unter stark hypoosmotischen 
Bedingungen eine deutliche Verminderung der Photosyntheseleistung (GESSNER & 
HAMMER, 1960). 
Leichte osmotische Upshocks fihren hÃ¤ufi zu einer Steigerung der Atmungsrate 
("StreÃŸatmung") beobachtet an Cladophora rupestris (WIENCKE & DAVENPORT, 
1987) oder an Tetraselmis (Platymonas) subcordiformis (URST & KELLER, 1976). 
Bei der Rotalge Gnffithsia monilis wurde sogar eine Steigerung der Photosyntese 
gemessen (KIRST, 1981). Dagegen fihren starke Upshocks immer zu einer deutlichen 
Inhibition von Photosynthese und Atmung (KIRST, 1977b; 1990), dies war auch bei 
P. crispa der Fall. Die Reduktion der Photosynthese ist offenbar auf 
BeeintrÃ¤chtigunge im Elektronen-transport zurÅ¸ckzufÅ¸hre SATOH et al. (1983) 
konnten an Porphyra perform zeigen, daÂ durch den SalzstreÃ der 
Elektronentransport an den Photosystemen mehrfach gestÃ¶r war. Dies gilt auch fÅ¸  
marine Makroalgen unter Trockenstre8 (WILTENS et al., 1978). Da beim 
Austrocknen die zellinterae lonenkonzentration steigt, sind die Auswirkungen von 
Trockenheit und SalzstreÃ auf die Photosynthese vergleichbar (KIRST, 1990). 
Im Gegensatz zu den Photosyntheseraten wurden der Lichtkompensationspunkt und 
der Bereich der LichtsÃ¤itigun durch die unterschiedlichen SalinitÃ¤te nicht veradert. 
Dies stimmt mit den Daten fÃ¼ die sublitorale Rotalge Griffithsia monilis Ã¼berei 
(KIRST, 1981). Da Griffithsia und P. crispa erhebliche Unterschiede im 
Photosynthese-apparat und in den LichtbedÃ¼rfnisse haben, kann man vermuten, daÂ 
LichtsÃ¤ttigun und Lichtkompensationspunkt mÃ¶glicherweis generell nicht durch 
unterschiedliche SalinitÃ¤te beeinfldt werden. 
Die Photosynthese- und Atmungsraten von P. crispa stimmten mit den entsprechenden 
Wuchsraten gut Ã¼berein Photosynthese und Atmung waren nach dem Upshock stark 
reduziert und nach 14 Tagen in 175% nicht mehr nachweisbar. Offenbar reichte die 
Energieversorgung der Zellen fÃ¼ die Synthese von organischen Osmotika und 
Chlorophyll trotzdem noch aus. 
4.1.1.3. Wasserpehalt und .Chlorophyllgehalt 
Die BezugsgrÃ¶Ã Frischgewicht wurde durch unterschiedliche Wassergehalte der 
Thalli (vgl. Grafik 3) beeinflu5t. In einigen FÃ¤lle erschien es daher notwendig, das 
organische Trockengewicht als vergleichende BezugsgrÃ¶Ã heranzuziehen. So konnte 
gezeigt werden, daÂ die negativen Wuchsraten in der 175~/oo-Kultur auf den Wasser- 
vertust der Thalli zurÃ¼ckzufÃ¼hr waren. Die Konzentrationsangaben der analysierten 
Inhaltsstoffe hingen ebenfalls vom Wassergehalt der Thalli ab. Allerdings blieben die 
VerhÃ¤ltniss zwischen den einzelnen Versuchsgliedern (SalinitÃ¤ten durch die 
BezugsgrÃ¶Ã relativ unverÃ¤ndert So ist beispielsweise mit beiden BezugsgrÃ¶ÃŸ ein 
Ansteigen der Chlorophyll-Konzentrationen bei hohen SalinitÃ¤te (70Â¡/ und 175QIoo) 
nachweisbar. Bei P. crispa war die Chlorophyiisynthese im Bereich des 
Wachstumsoptimums ( 1 7 ~ 1 ~ )  am produktivsten. In den hohen SalinitÃ¤te wurde aber 
wegen der reduzierten Wuchsraten mehr Chlorophyll angereichert. 
In vielen einzelligen marinen Algen wurde eine AbhÃ¤ngigkei des Chlorophyllgehaltes 
von der SaÃ¼nitÃ nachgewiesen (McLACHLAN, 1961). Die meisten Arten hatten 
jedoch den hÃ¶chste Chlorophyll-Gehalt in Salzkonzentrationen unter 3 5 ~ 1 ~  (KIRST, 
1975b), bei vielen Arten ist dies zugleich die SaliniiÃ¤ des optimalen Wachstums 
(McLACHLAN, 1961). Hierbei ist jedoch zu berÃ¼cksichtigen daÂ diese Daten von 
Mikroalgen stammen, die nur bedingt mit P. crispa zu vergleichen sind. 
4.1.1.4. Ionen und organische OsmoÅ¸k 
Kationen: 
Die gefundenen K+-Konzentrationen lagen in allen Proben ungefÃ¤h doppelt so hoch 
wie die Na+-Gehalte. Im Gegensatz dazu betrug die Relation von K+ zu Na+ in allen 
Kulturmedien Ca. 1 5 0  und Ã¤ndert sich durch die unterschiedlichen SalinitÃ¤te kaum. 
K* wurde also sehr bevorzugt aufgenommen. Im Gegensatz zu Na+ ist K+ auch in 
hohen Konzentrationen nicht toxisch fÅ  ¸ das Cytoplasma; K+ wurde deswegen von 
BROWN (1976) zu den "compatible solutes" gezÃ¤hit Diese Bevorzugung von K+ 
gegenÃ¼be Na+ ist ein Merkmal vieler cytoplasmareicher Mikroalgen (KIRST, 
1977b + C), wurde aber auch bei thallÃ¶se Makroalgen wie Porphyra umbilicalis 
(WIENCKE & LAUCHLI, 1981) oder Enteromorpha prolifera (YOUNG et al., 
1987a) beschrieben. Bei P. crispa lagen die intrazellulÃ¤re K+-Konzentrationen weit 
Ã¼be denen des Mediums. Auch bei verschiedenen Dunaliella-Species, die extrem 
hohe NaCl-Konzentrationen ertragen kÃ¶nnen wurde regelmÃ¤ÃŸ eine Anreicherung 
von K+ Ã¼be die Konzentration des Kulturmediums hinaus beobachtet (GINZBURG, 
1987). 
Die starke Anreicherung von K+ im ECS gegenÃ¼be den Kulturrnedien hat die 
bevorzugte K+-Aufnahme sicherlich unterstÃ¼tzt Die Zellwand von P. crispa besteht 
gerade in den inneren Bereichen Ã¼berwiegen aus Pektinen (vgl. 3.1.3.1 .). Dadurch 
besitzen die ZellwÃ¤nd in diesen Bereichen eine hohe Anzahl fixierter negativer 
Ladungen. K+-Ionen kÃ¶nne gut an diese Ladungen binden. Sie sind (mit HydrathÃ¼lle 
kieiner als Na+-Ionen und dadurch mobiler. AuÂ§erde werden sie wegen der hÃ¶here 
Ladungsdichte an der OberflÃ¤ch der HydrathÃ¼ll besser gebunden als hydratisierte 
Na+-Ionen. Da die Na+-Konzentration in fast allen SalinitÃ¤te im ECS und im 
Medium gleich war, hat hier offenbar keine Adsorption durch die Zellwand 
stattgefunden. Nur in der 0,3501~Kultur war eine leichte Anreicherung von Na+ 
gegenÃ¼be dem Kulturmedium feststellbar. Da aber in dieser Kultur die 
K+-Konzentration im ECS hÃ¶he war als die Na+-Konzentration (trotz des oben 
beschriebenen Konzentrations-Unterschiedes im Medium), wird die bevorzugte 
Adsorption von K+ besonders deutlich. 
In der 7%-Kultur wurde im ECS kein auswaschbares K+ mehr nachgewiesen. Eine 
Entleerung des ECS von K+ ist jedoch nur schwer vorstellbar. Sowohl das grol3e 
Volumen des ECS (ca. 50% des Thallus) als auch seine FÃ¤higkeit K+ gegenÃ¼be dem 
Kulturmedium anzureichern (vgl. Grafik 8), sprechen gegen eine vollstÃ¤ndig 
Entfernung des K+ aus dem ECS infolge gesteigerter K+-Aufnahme durch den 
Protoplasten. Die relativ hohen Standardabweichungen der Mittelwerte in diesem 
Versuch (vgl. Grafik 4) zeigen, da6 der Austausch des K+ durch die WaschlÃ¶sunge 
teilweise unvollstÃ¤ndi ist. Ã„hnlich Probleme ergab der Na+-Austausch in der 
Zellwand von Ulva lactuca (RITCHIE, 1988). Auch bei der GrÃ¼nalg Enteromorpha 
intestinalis, die ebenso wie Ulva lactuca und P. crispa Ã¼be sehr dicke ZellwÃ¤nd 
verfÃ¼gt werden bevorzugt Kationen im ECS angereichert. Dabei kÃ¶nne 
AustauschkapazitÃ¤te von 2,5 mmol I g Tr erreicht werden (RITCHIE & LARKUM, 
1982a+b). 
Die starke AusprÃ¤gun der Zellwand und ihre Bedeutung fÃ¼ die Osmotoleranz ist 
nicht nur bei den oben genannten GrÃ¼nalge gegeben, sondern auch an der Rotalge 
Porphyra nachgewiesen worden und daher vermutlich eine Anpassung an das Habitat 
bei euryhalinen Algen (RITCHIE, 1988). 
In der 1750100-Kultur waren die K+-Konzentrationen von P. crispa geringer als in 
70Â¡1oo So etwas wurde auch bei Enteromorpha prolifera beobachtet (YOUNG et al., 
1987a). Hier wurde, wegen des gleichzeitigen Anstiegs der Na+-Konzentrationen, eine 
SchÃ¤digun des Plasmalemmas dafÃ¼ verantwortlich gemacht. Das Plasmalemma war 
aber bei P. crispa sicher nicht geschÃ¤digt denn der Na+-Gehalt war in der 
1750100-Kultur niedriger als in der 700100-Kultur, und das intrazellulÃ¤r VerhÃ¤ltni von 
K+ : Na+ blieb mit Ca. 2 : 1 in allen SaliniiÃ¤te konstant. 
Die intrazellulÃ¤r Na+-Konzentration von P. crispa lag nur in der 0,350100-Kultur im 
Bereich der AuBenkonzentration. In allen anderen Kulturen lagen die Na+-Gehalte des 
Protoplasten weit unter denen der Medien. Obwohl die Na+-Konzentration in den 
Zellen mit wachsender SalinitÃ¤ um den Faktor 10 anstieg, wurde von P. crispa 
weniger Na+ als K+ aufgenommen, dies ist charakteristisch fÃ¼ cytoplasmareiche 
Arten. Bei vielen anderen Makroalgen Ã¼berwieg dagegen das Vakuolenvolumen, dort 
kann auch Na+ in grÃ¶5ere Mengen angereichert werden. Durch die 
Kompartimentierung des Na+ in der Vakuole wird der Ã¼brig Protoplast vor dem 
toxischen EinfluÃ des Na+ geschÃ¼tz (WIENCKE et al., 1983). Es ist allerdings bisher 
kein Zusammenhang zwischen der Thallusmorphologie und der Auswahl der 
angereicherten Ionen (K+ oder Na+) bekannt (KIRST & BISSON, 1979). 
Sowohl K+ als auch Na+ zeigten die hÃ¶chst intrazellulÃ¤r Konzentration nicht in der 
hÃ¶chste SaliniiÃ¤tsstufe sondern in der 7@100-Kultur. Auf dieses PhÃ¤nome wird bei 
der Diskussion der osmotischen Potentiale (vgl. 4.1.1.5 .) nÃ¤he eingegangen. 
Die benutzten Kulturmedien enthielten kein NH4+; dennoch wurde in den Zellen eine 
Anreicherung von NH4+ gemessen. Da unter SalzstreÃ die Proteinsynthese gestÃ¶r sein 
kann (LIU & HELLEBUST, 1976a+b) wurde hier mÃ¶glicherweis bereits zu NH4+ 
reduziertes NO, nicht verbraucht. Andererseits kann NH4+ auch aus dem AminosÃ¤ure 
Stoffwechsel freigesetzt worden sein. Besonders Prolin unterliegt bei SalzstreB einem 
regen Metabolismus (SCHOBERT, 1980). Das NH4+ in den salzbelasteten Zellen von 
P. crispa kÃ¶nnt also aus dem Prolin-Abbau stammen. DafÃ¼ spricht auch, daÂ die 
Konzentrationen von Prolin und NH4+ ungef& spiegelbildlich verlaufen. 
Eine andere Quelle fÃ¼ das NH4+ kÃ¶nnt die Umwandlung von NO, in NH4+ durch 
Bakterien sein, denn in allen Kulturen hafteten Bakterien an den Thalli 
(vgl. Abb. 11). Jedoch war dieser Bewuchs in der 1750100-Kultur, der Kultur mit den 
hÃ¶chste NH4+-Konzentrationen, am geringsten. Da auBerdem in den Kulturmedien 
kein NH4+ nachgewiesen werden konnte, ist diese EntstehungsmÃ¶glichkei 
unwahrscheinlich. Am natÃ¼rliche Standort von P. crispa in der Antarktis ist 
allerdings mit einem groÃŸe Angebot von NH4+ zu rechnen. Die Alge wÃ¤chs dort 
haufig auf Pinguin-BÃ¤nke (BROADY, 1989b), die reich an NH4+ sind 
(LINDEBOOM, 1979). Ein Vorteil der NH4+-Anreicherung besteht darin, daÂ die 
Schadwirkung anderer Ionen durch NH4+ gemindert werden kann (YANCEY et al., 
1982). 
Keine VerÃ¤nderunge zeigten die Gehalte der zweiwertigen Kationen Ca^ und Mg'+, 
obwohl auch diese Ionen in den unterschiedlichen Kulturmedien um den Faktor 500 
verÃ¤nder wurden. Dies ist eine allgemeine Beobachtung bei Algen, die unter 
verschiedenen SalinitÃ¤te kultiviert wurden (KIRST, 1977b; 1990). Da beide Ionen 
wegen ihrer hohen Ladungsdichte eine sehr groÃŸ HydrathÃ¼ll haben, sind sie weniger 
mobil als die einwertigen Ionen. Mg" ist ein wichtiger Cofaktor fÃ¼ viele Enzyme 
(RICHTER, 1988); eine starke Anreicherung im Cytoplasma kÃ¶nnt daher zu 
Komplikationen fÃ¼hren Ca^ ist wegen seiner entquellenden Wirkung auf die 
Plasmaproteine (RICHTER, 1988) schÃ¤dlich wenn es in hÃ¶here Konzentrationen in 
die Zelle gelangt. Damit haben Mg+ und besonders Ca^ einen schÃ¤dliche EinfluÃ 
auf die Enzyme im Cytoplasma (BOROWITZKA, 1981). Allerdings ist bekannt, daÂ 
Ca^, mÃ¶glicherweis als Messenger-Substanz, die Turgorregulation beeinflussen kann 
(KAUSS, 1987; OKAZAKI et al., 1987a). 
Anionen: 
Das hÃ¤ufigst Anion in den Zellen von P. crispa war H P 0 2  (vgl. 3.1.2.3.). Die 
Anreicherung von HPO,2- unter SalzstreÃ wurde bisher noch nicht beschrieben. Das 
nachgewiesene HP042- kann aus zwei Quellen stammen: Zum einen enthielten alle 
Medien Ca. 80 pM Phosphat, welches von Pfianzenzellen leicht aufgenommen werden 
kann; zum anderen kÃ¶nnt das HPO42 aus dem Abbau interner Polyphosphate 
stammen. Es ist recht wahrscheinlich, daÂ die Zellen solche Polyphosphate als 
Reservestoffe speichern. DafÃ¼ spricht auch ihre FÃ¤higkeit 1 Jahr ohne Licht, d.h. 
ohne Photosynthese, Ã¼berdauer zu kÃ¶nne (eigene Beobachtung). 
Die als PO,' gemessenen Phosphatgehalte sind sicher insofern mit einem Fehler 
behaftet, als bei Extraktion und Analyse unvermeidlich zumindest Teile der 
Polyphosphate mit aufgeschlossen und gemessen wurden. Geht man nun davon aus, 
daÂ die angereicherten Kationen und Anionen mit ungefihr ausgeglichenen Ladungen 
vorliegen, so ergibt sich, daÂ nur ein Teil des gemessenen Phosphates als freies 
HP02  vorgelegen hÃ¤tte Der Rest wÃ¤r Polyphosphat, das nur durch die Extraktion 
und Analyse freigesetzt wurde. Die unter dieser Voraussetzung berechneten Anteile 
Phosphatgeha l te  
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Grafik 26: Vermutete Zusammensetzung der gemessenen Phosphat-Gehalte 
aus HP042- und Polyphosphaten. (siehe Text) 
am Gesamtphosphat sind in Grafik 26 dargestellt. Die Konzentrationen von freiem 
Phosphat verliefen parallel zu den Konzentrationen der meisten anderen Ionen, sie 
stiegen mit erhÃ¶hte SalinitÃ¤ an und zeigten das charakteristische Maximum in der 
70Â¡/oo-Kultu (vgl. Grafik 4 + 5). Der Gehalt an Polyphosphaten war zwischen 3501~ 
und 1701~ relativ unverÃ¤ndert In der 0,3501~-Kultur wurde offenbar HPO2- zu 
Polyphosphaten umgebaut. In der 7CPIm-Kultur muÃŸt noch zusÃ¤tzlic Phosphat aus 
dem Kulturmedium aufgenommen werden, um die Kationenladungen ausgleichen zu 
kÃ¶nnen Dagegen reichte in der 17501~-Kultur der Abbau der vorhandenen 
Polyphosphate aus, um die Ladungen der intrazellulÃ¤re Kationen zu kompensieren 
(vgl. 4.1.1.5 .). Der Gesamt-Phosphatgehalt ist deshalb unverÃ¤nder gegenÃ¼be 3501~. 
Die hohen Standardabweichungen der Phosphat-Werte haben offenbar ihre Ursache in 
den verschiedenen Extraktionsmethoden. Die Werte innerhalb einer Versuchsserie 
(verschiedene SalinitÃ¤ten aber eine Extraktionsmethode) zeigten allerdings immer die 
gleichen Relationen zueinander, wie sie auch durch die Mittelwerte mehrerer 
Versuchsreihen (Grafik 6) dargestellt werden. Die statistische Auswertung ergab, daÂ 
die Unterschiede zwischen den Gesamt-Phosphatgehalten der 3501~-Kultur und denen 
der 0,3501~- oder der 7~/(io-Kultur hoch signifikant waren. Die Unterschiede zwischen 
der 3501~-Kultur und der 1701~0- oder der 17501~-Kultur waren nicht signifikant. 
Bei der obigen Kalkulation der Phosphat-Anteile wurde nicht berÃ¼cksichtigt daÂ auch 
organische Anionen (Proteine) einen erheblichen Beitrag zum Ladungsausgleich 
leisten kÃ¶nne (KIRST, 1990). Bei der Ionenanalyse von Algenzellen wird daher 
hÃ¤ufi ein Kationen-Ãœberschul gemessen (KIRST, 1985). Die organischen Anionen 
von P. crispa wurden nicht bestimmt; die starken Unterschiede im Phosphatgehalt 
lassen aber die Vermutung zu, daÂ die organischen Anionen f ir  den Ladungsausgleich 
weniger wichtig sind. Die oben aufgestellte Hypothese zu den Phosphatgehalten und 
der Vergleich zwischen den einzelnen SalinitÃ¤te wÃ¼rde also vermutlich durch eine 
Beteiligung der organischen Anionen am Ladungsausgleich nicht wesentlich 
verÃ¤ndert Dies gilt auch fÃ¼ den Fall, daÂ das Phosphat nicht als HP042- vorliegt 
(pH-Wert a 7). 
Unter erhÃ¶hte SalinitÃ¤te ist normalerweise Cl- das hÃ¤ufigst Anion in Algenzellen 
(BISSON & GUTKNECHT, 1975; KTRST & BISSON, 1979). Bei Codium wurde 
nachgewiesen, daÂ ein aktiver Cl- -Transport die Turgorregulation steuert (BISSON & 
GUTKNECHT, 1980). Die in den Zellen von P. crispa gefundenen Chloridwerte 
waren aber sehr gering, auch wenn sie zwischen 0,3501~~ und 1 7 5 ~ 1 ~ ~  auf das 
Zehnfache anstiegen. Es ist gut mÃ¶glich da5 die 0.g. Funktion des C l  bei Codium in 
P. crispa vom Phosphat Ã¼bernomme wird (vgl. 4.1.1.5 .). 
Bei Porphyra umbilicalis wurde unter hÃ¶here SalinitÃ¤te etwas SO2- angereichert 
(WIENCKE & LAUCHLI, 1981). Eine solche Anreicherung ist bei Algen aber relativ 
selten (KIRST, 1990). Sulphatiefle Polysaccharide in den ZellwÃ¤nde sind ein 
Kennzeichen mariner Algen. Sie haben vermutlich einen EinfluB auf deren 
Ionenaustauscher-Funktion (KLOAREG & QUATRANO, 1988). In P. crispa konnten 
allerdings nur sehr geringe SO.2-Mengen festgestellt werden, ihre ZellwÃ¤nd sind also 
offenbar nicht sulphatiert. Dies gilt auch fÃ¼ die SSwasserart Prasiola japonica und 
ist typisch fÃ¼ SÃ¼l3wasseralge oder Landpflanzen (KLOAREG & QUATRANO, 
1988). 
Da die S042--Analyse relativ schwierig ist, sind Fehler in den gemessenen Werten 
nicht auszuschlie5en. Allerdings wurde der geringe Schwefelgehalt der ZellwÃ¤nd 
durch die EELS-Technik bestÃ¤tigt 
Bei Porphyra purpurea (REED et al., 1981) und bei Blidingia minima (KARSTEN & 
KIRST, 1989 b) wurde NO, unter SalzstreÃ als Osmotikum angereichert. In den 
Zellen von P. crispa konnte dagegen kein NO, nachgewiesen werden. Da nun 
P. crispa hÃ¤ufige als nitrophil charakterisiert wurde (SCHOFIELD & AHMADJIAN, 
1972; BROADY, 1989b) lÃ¤Ã sich vermuten, daÂ aufgenommenes NO, sofort zu 
NH4+ reduziert und im AminosÃ¤ure-Stoffwechse verbraucht wird. Die hohen 
Konzentrationen von Prolin, auch unter Kontrollbedingungen, sind ein Hinweis 
darauf. AuÂ§erde wird die o. g . NH4+-Aufnahme durch nitrophile Standorte 
begÃ¼nstigt bei vielen Algen ist das Angebot an NH4+ ein wichtiges Kriterium fÃ¼ die 
Nitrophilie (SCHOFIELD & AHMADJIAN, 1972). Die Nitrophilie von P. crispa 
kÃ¶nnt aber auch eine verkannte "Phosphophilie" sein. Die als nitrophil bezeichneten 
VogelbÃ¤nk enthalten nÃ¤mlic auch grÃ–f3er Mengen an PO: (LINDEBOOM, 1979), 
dessen wichtige Bedeutung fÃ¼ P. crispa bereits diskutiert wurde. Letztendlich 
begÃ¼nstige sicher beide Verbindungen, NO, und POz-, das Wachstum der Alge. 
Organische Osmotika: 
Unter den organischen Osmotika betraf die auffalligste VerÃ¤nderun den Sorbitgehalt. 
Die Rolle der Polyole als protektive Osmotika wurde von BROWN (1976) mit dem 
Begriff "compatible solutes" charakterisiert. Sie sind in hohen Konzentrationen lÃ¶slic 
und nicht toxisch fÃ¼ den Zell-Stoffwechsel (BROWN & HELLEBUST, 1978). Die 
OH-Gruppen der Polyole kÃ¶nne vermutlich hydrophile MakromolekÃ¼l stabilisieren 
und dadurch fehlendes Wasser im Cytoplasma ersetzen (SCHOBERT, 1977). Sorbit 
ist als Osmotikum bei Diatomeen weit verbreitet (LIU & HELLEBUST, 1976~). Bei 
grÃ¼ne Makroalgen wurde es bisher nur in Prasiola stipitata nachgewiesen 
(KERBY et al., 1989). DarÃ¼be hinaus wirkt Sorbit auch als Gefrierschutz-Mittel 
(CLOUGHLAN & HEBER, 1982), die hohen Sorbitgehalte (auch bei normaler 
SalinitÃ¤t kÃ¶nnte also eine Anpassung an den antarktischen Lebensraum von 
P. crispa sein. 
Der kontinuierliche Anstieg des Saccharosegehaltes verlief auf einem wesentlich 
niedrigeren Niveau als der Sorbitgehalt. Saccharose ist ebenfalls als Osmotikum 
beschrieben (OKAZAKI et al., 1987b; EDWARDS et al., 1988). Allerdings kÃ¶nne 
hohe Saccharosekonzentrationen die EnzymaktivitÃ¤te der Zelle stÃ¶re 
(EDWARDS et al., 1987). Dadurch ist Saccharose als Osmotikum ungeeigneter als 
die oben genannten Polyole. 
Die leichte Anreicherung von Glukose in der 7@/~-Kultur ist ungewÃ¶hnlich da 
Glukose, wegen ihrer vielfdtigen Bedeutung im Stoffwechsel, schnell umgesetzt wird. 
MÃ¶glicherweis war die Weiterverarbeitung der Glukose bei P. crispa durch die 
Salzbelastung gestÃ¶rt wÃ¤hren die Photosynthese oder der StÃ¤rkeabba noch geringe 
Glukosemengen nachlieferten. 
Bei Energiemangel (StÃ¶run der Photosynthese durch SalzstreÃŸ werden organische 
Osmotika oft aus Reserve-Kohlenhydraten synthetisiert (WIENCKE & LAUCHLI, 
1981; HELLEBUST & LIN, 1989; GIMMLER & MOLLER, 1981). Bei P. crispa 
wurde unter 14-tÃ¤gige Salzstre8 offenbar relativ wenig StÃ¤rk abgebaut, quantitative 
Abschatzungen waren nur anhand der elektronenmikroskopischen Abbildungen 
mÃ¶glich Das Auftreten erodierter StÃ¤rk und deren lÃ¤ngerfristige Abbau 
(vgl. 3.1.3.2.) geben aber einen Hinweis auf die Beteiligung der ReservestÃ¤rk an der 
Synthese organischer Osmotika (vgl. 4.1.2.2.). 
Die Konzentrationen an freien AminosÃ¤ure waren unter allen SalinitÃ¤te relativ 
unverÃ¤ndert Daher hatten sie auf die Regulation des osmotischen Potentials offenbar 
nur geringen EinfluÂ§ Der Prolinanteil war sehr hoch, teilweise betrug er Ã¼be 50% 
aller AminosÃ¤uren Prolin ist als organisches Osmotikum oft beschrieben worden 
(BROWN & HELLEBUST, 1978; EDWARDS et al., 1988; KARSTEN & KIRST, 
1989a), in vielen GrÃ¼nalge stellt es einen erheblichen Anteil der freien AminosÃ¤ure 
(BROWN & HELLEBUST, 1980). Prolin zÃ¤hl ebenfalls zu den "compatible 
solutes", da es bei Wassermangel im Cytoplasma Proteine stabilisieren kann 
(SCHOBERT, 1977) und auch in hohen Konzentrationen nicht toxisch ist (BROWN & 
HELLEBUST, 1978). Prolin kann unter SalzstreB aus anderen AminosÃ¤ure 
synthetisiert werden und wird bei hypoosmotischen Bedingungen schnell abgebaut 
(LIU & HELLEBUST, 1976a+b) oder in das Medium abgegeben (SCHOBERT, 
1980). Die Beziehung zwischen Prolin- und NH,+-Gehalt bei P. crispa wurde bereits 
diskutiert (vgl. oben). Die Anreicherung von AminosÃ¤ure unter SalzstreÃ kann durch 
eine gestÃ¶rt Proteinsynthese verstÃ¤rk werden (LIU & HELLEBUST, 1976b). 
Dimethylsulphoniopropionat (DMSP) ist ein organisches Osmotikum, das hÃ¤ufi in 
grÃ¼ne Meeresalgen (z.B. ULva lactuca : DICKSON et al., 1980) zu finden ist. Es ist 
auch in grÃ¼ne antarktischen Makroalgen weit verbreitet, war aber in P. crispa nicht 
nachweisbar (KARSTEN et al., 1990). Glycerin ist als Osmotikum bei Dunaliella 
bekannt (BROWN & BOROWITZKA, 1979; GIMMLER & MOLLER, 1981), ist 
aber in P. crispa nicht enthalten (KLARSTEN, pers. Mitteilung). In Prasioia stipitata 
wurde Ribit gefunden (KERBY et al., 1989), die Ribit-Konzentrationen in P. crispa 
sind unbedeutend; mÃ¶glicherweis enthÃ¤l die Alge geringe Mengen eines weiteren, 
bisher nicht bestimmten Polyols (KARSTEN, pers. Mitteilung). 
Insgesamt trugen die untersuchten organischen Osmotika nur verhÃ¤tnismÃ¤6 wenig 
zum osmotischen Potential der Zellen von P. crispa bei. Ahnliches wurde bei 
Enteromorpha intestinalis beobachtet (EDWARDS et al., 1988), obwohl die 
organischen Osmotika bei plasmareichen Arten im allgemeinen einen wesentlichen 
Anteil am osmotischen Potential darstellen (KIRST, 1985). Es kann allerdings nicht 
ausgeschlossen werden, daÂ weitere, hier nicht erfaÂ§te organische Osmotika (KIRST, 
1975a; DICKSON & KIRST, 1986) bei der Turgorregulation von P. crispa von 
Bedeutung sind. 
4.1.1.5. Osmotischer Schock und Tur-g@xgulation 
Osmotischer Schock: 
Der osmotische Downshock war infolge der Wasseraufnahme mit einer erheblichen 
Volumenzunahme des Protoplasten verbunden; dies bedeutet, daÂ das Plasrnalemma 
stark vergrÃ¶ÃŸe werden muÃŸte MÃ¶glicherweis bildete das endoplasmatische 
Retikulum eine "Membranreserve", wie sie fÃ¼ diesen Fall bei Dunaliella salina 
beschrieben wurde (EINSPAHR et al., 1988). Die Versuche zur Thallusdehnung bei 
P. crispa zeigten, daÂ das Dehnungsm~imum schon bei Inkubation in 3,50101 erreicht 
wurde; d.h. durch Inkubation in 0,350101 konnte der Thallus nicht stÃ¤rke gedehnt 
werden. Die sehr dicke Zellwand von P. crispa diente hier als mechanisches 
Widerlager des Protoplasten und bot damit einen guten Schutz vor zu starker 
Volumenzunahme (REED, 1990). 
Bei hyperosmotischem Schock wurde durch Wasserefflux das Volumen des Thallus 
deutlich reduziert. Die elastische FÃ¤higkei der ZellwÃ¤nde dem Osmometer-Verhalten 
des Protoplasten zu folgen, verhinderte dabei mechanische SchÃ¤de am Plasmalemma, 
die durch Plasmolyse entstehen kÃ¶nnten 
Die physikalischen Eigenschaften der Zellwand haben somit einen wesentlichen 
EinfluÃ auf die Salztoleranz von P. crispa. Vor allem bei kurzfristigen Ã„nderunge 
der SalinitÃ¤ folgt die Zellwand den VolumenÃ¤nderunge der Zelle ("schnelle 
Reaktion" : KIRST, 1985). Neben diesen mechanischen Eigenschaften der Zellwand 
und ihrer Wirkung als Ionenaustauscher (vgl. 4.1.1.4.) stellen die ZellwÃ¤nd von 
P. crispa auch einen komplizierten QuelkÃ¶rpe dar. Die VolumenÃ¤nderunge toter 
Thalli zeigten, daÂ das externe Ionenmilieu fÃ¼ den Quellungszustand der ZellwÃ¤nd 
von Bedeutung ist. Die Quellung in schwach hypersalinen Medien (vgl. Grafik 17) 
und die Entquellung der Zellwand in stark hyposalinem Milieu (vgl. Grafik 18) sind 
ein Hinweis auf den "primÃ¤re Ioneneffekt". Dabei wird die Quellung durch die 
HydrathÃ¼lle der eingelagerten Ionen verstÃ¤rk (BRAUNER & BUKATSCH, 1964). 
Die Kontraktion toter Thalli in 17501~ ist dagegen auf den "sekundÃ¤re Ioneneffektn 
(BRAUNER & BUKATSCH, 1964) zurÃ¼ckzufÃ¼hre Hier konkurrieren die externen 
Ionen mit der Zellwand um Wasser, das sich als HydrathÃ¼ll um die externen Ionen 
lagert und damit nicht mehr fÃ¼ die Quellung der Zellwand zur VerfÃ¼gun steht. 
Untersuchungen an Ulva pertusa und Porphyra tenera (OGATA & TAKADA, 1955) 
fÅ¸hrte zu Wichen  Ergebnissen. 
Kurzfristige Turgorregulation: 
Die Turgorregulation nach osmotischem Schock sollte bei P. crispa indirekt durch 
eine VolumenÃ¤nderun bestimmt werden (vgl. 2.2.14.). Da die ZellwÃ¤nd gute 
elastische Eigenschaften aufweisen (eigene Beobachtung), hÃ¤tt eine vollstÃ¤ndig 
Turgorregulation als RÃ¼ckgan der VolumenÃ¤nderun sichtbar werden mÃ¼ssen 
Bei P. crispa lieÃ sich nur nach leichtem Upshock ein RÃ¼ckgan der 
VolumenÃ¤nderun beobachten. Da die Thalli ihr ursprÃ¼ngliche Volumen nicht wieder 
erreichten, wurde der Turgor vermutlich nur unvollstÃ¤ndi reguliert. Bei 
hypoosmotischem Schock oder starkem hyperosmotischem Schock war innerhalb von 
5 Stunden kein RÃ¼ckgan der VolumenÃ¤nderun feststellbar. Bei entsprechenden 
Versuchen mit Porphyra umbilicalis erfolgte die Volumenregulation innerhalb von 
3 Stunden nach dem Schock (KNOTH & WIENCKE, 1984; WIENCKE et al., 1984). 
Dabei wurde durch Vakuolenbildung nur das cytoplasmatische Volumen reguliert. Bei 
P. crispa war aber keine kurzfristige Vakuolenbildung nachzuweisen, hier wurde also 
weder das Thallusvolumen noch das Volumen des Cytoplasmas reguliert. Im 
allgemeinen ist die Volumen- oder Turgorregulation nach wenigen Stunden 
abgeschlossen (KIRST, 1985), gelegentlich dauert sie bis zu 2 Tagen. Diese Fristen 
gelten offenbar auch fÃ¼ Algen mit unvollstÃ¤ndige Turgorregulation wie Potysiphonia 
lanosa (REED, 1983) oder Enteromorpha prolifera (YOUNG et al., 1987a). 
Bei vielen Algen wird die Turgorregulation durch das Angebot von Licht (KIRST, 
1975a; EDWARDS et al., 1987) oder organischen Speicherstoffen (HELLEBUST & 
LIN, 1989; GIMMLER & MOLLER, 1981) beeinfldt. Bei P. crispa war ein solcher 
EinfluÃ auf die Volumenregulation in den ersten 5 Stunden nach dem Upshock nicht 
erkennbar. Da die Dauer dieser Versuche aus technischen GrÃ¼nde auf 5 Stunden 
beschrÃ¤nk werden muÂ§te wurde fÃ¼ die Beurteilung einer lÃ¤ngerfristige 
Turgorregulation auf die Analyse der osmotisch wirksamen Inhaltsstoffe 
zurÃ¼ckgegriffen 
LÃ¤ngerfristig Turgorregulation: 
Nach 14-tÃ¤gige Kultur in hypoosmotischem Milieu waren die Ionengehalte relativ 
unverÃ¤nder gegenÃ¼be der Normalkultur (3501~). Da inzwischen durch das 
Thalluswachstum eine Verdoppelung des Frischgewichtes erfolgt war, wurden also 
trotz des erhÃ¶hte Turgors noch zusÃ¤tzlich Ionen aufgenommen. Der so 
wiedererreichte Ionenlevel stellte vermutlich den Mindestbedarf fÃ¼ den 
Zellstofrwechsel von P. crispa dar. Dagegen waren die Konzentrationen einiger 
organischer Osmotika deutlich reduziert. Diese Abnahme ist nicht allein durch eine 
VerdÃ¼nnun infolge der Frischgewichtszunahme zu erklÃ¤ren Bei der Diatomee 
Phaeodactylum tricomutum wurde nach einem Downshock die Abgabe von Prolin ins 
Kulturmedium beobachtet (SCHOBERT, 1980), Ã¤hniiche ist auch fÃ¼ andere 
organische Osmotika beobachtet worden (KIRST, 1977b). Auf3erdem legt die leichte 
VergrÃ¶krun der StÃ¤rkekÃ¶m im Chloroplasten nahe, daÂ hier ein Umbau in 
osmotisch inaktive Speicherstoffe stattgefunden hatte. Berechnet man aus den 
gefundenen Konzentrationen der verschiedenen anorganischen und organischen 
Osmotika das osmotische Potential des Protoplasten (vgl. Grafik 10), so war das 
osmotische Potential der Zellen erheblich hÃ¶he als das des Mediums. Der daraus 
berechnete maximal erreichte Turgor von Ca. 2 , l  MPa in der 0,3501~~-Kultur lag aber 
durchaus im Bereich dessen, was Zellen mit stabiler Zellwand ertragen kÃ¶nne 
(ZIMMERMANN, 1978). Auch bei Enteromorpha prolifera wurde ein erhÃ¶hte 
Turgor nach dem Downshock beobachtet; hier hatten sich die internen 
Konzentrationen der osmotisch wirksamen Substanzen ebenfalls nur geringfÅ¸gi 
verÃ¤nder (YOUNG et al., 1987a). Bei P. crispa belegten die unverÃ¤nderte Raten 
von Wachstum, Photosyntese und Atmung, daÂ im hypoosmotischen Bereich offenbar 
keine weitergehende Turgorregulation notwendig war. 
Anhand der hÃ¤ufigste Ionen K+, Na+ und HPO,2- konnte gezeigt werden, daÂ sich die 
Ionen in den Zellen der hypersalinen Kulturen sehr langsam anreicherten. Die 
Aufnahme erfolgte relativ gleichmÃ¤6i Ã¼be die gesamte Kulturdauer von 14 Tagen. 
Es ist daher fraglich, ob die Ionenanreicherung bei P. crispa ein Effekt aktiver 
Transportprozesse ist. 
Zur Beurteilung, ob die Ionenaufnahme ein aktiver, d.h. energie-abhÃ¤ngige Proze0 
ist oder ob die Konzentrationsunterschiede einer passiven Verteilung folgen, kann die 
Berechnung der Nemst-Potentiale dienen. Nach 14 Kulturtagen ergeben sich folgende 
Werte fÃ¼ die ~@/MJ-Kultur (bzw. 1750100-Kultur) bei 4 ~ :  
Na+ +53 mV (+91 mV); K+ -63 mV (-19 mV); 
HP042- + 12 mV ( + 2 mV); Cl- - 120 mV (- 124 mV) 
Geht man davon aus, da6 das Membranpotential mariner Algen bei 
Ca. -70 bis -100 mV liegt (KIRST 1990), so befanden sich bestenfalls K+ und Cl- im 
Gleichgewichtszustand (passive Verteilung), wÃ¤hren die Verteilung von Na+ und 
HP042- in jedem Falle aktiv, d.h. unter Energieverbrauch erfolgt ist. 
Nach 14-tÃ¤gige Kultur in 7 @ / ~  erreichte das berechnete osmotische Potential der 
Zellen nur beinahe den Wert des osmotischen Potentials im Medium. Es muÂ bei 
diesen Berechnungen allerdings berÃ¼cksichtig werden, da6 das nichtosmotische 
Volumen des Thallus (50%) nur geschÃ¤tz werden konnte. ZusÃ¤tzlic zur Zellwand, 
die ca. 50% des Thallusvolumens ausmachte, gab es in den Zellen von P. crispa 
weitere nichtosmotische Bestandteile. Hier sind in erster Linie die lipophilen Globuli 
im Cytoplasma und die SiÃ¤rkekÃ¶m im Chloroplasten zu nennen, deren Volumen 
nicht abgeschÃ¤tz und berÃ¼cksichtig werden konnte. Unter der weiteren 
Voraussetzung, daÂ die Liste der hier untersuchten Inhaltsstoffe nicht vollstÃ¤ndi ist, 
lÃ¤l3 sich vermuten, daÂ in der 7@/~-Kultur nach 14 Tagen ein Ausgleich der 
osmotischen Potentiale von Protoplast und Medium erreicht wurde. Dies wÃ¼rd auch 
die hohen Ionengehalte in diesen Proben erklÃ¤re und wÃ¤r ein deutlicher Hinweis auf 
eine Turgorregulation mit Hilfe dieser Ionen. Die Turgorgegulation mit Ionen ist 
energetisch viel gÃ¼nstige als die Regulation mit organischen Osmotika (BISSON & 
KIRST, 1979). Darin liegt ein wichtiger Vorteil fÃ¼ die Alge, weil die 
Energieversorgung (Photosynthese) durch den Salzstrei3 beeinirÃ¤chtig war. Da hohe 
Ionenkonzentrationen im Cytoplasma toxisch sind, mÃ¼sse die angereicherten Ionen in 
Vakuolen kompartimentiert werden. Solche Vakuolen konnten in P. crispa unter 
hÃ¶here SalinitÃ¤te nachgewiesen werden, ihr Auftreten war mit dem Anstieg der 
intrazellulÃ¤re Ionenkonzentrationen korreliert. Cytoplasmareiche Arten ohne 
Vakuolen nutzen oft organische Osmotika zur Turgorregulation. Durch die Fthgkeit, 
unter SalzstreÃ Vakuolen zu bilden, kann P. crispa sowohl Ionen als auch organische 
Osmotika zur Turgorregulation nutzen. 
Auch nach 14-tÃ¤gige Kultur in 7% konnten noch Photosynthese und Atmung 
gemessen werden, also reichte die unvollstÃ¤ndig Turgorregulation offenbar aus, um 
noch geringe Stoffwechsel-AktivitÃ¤te aufrecht zu erhalten. Gleichzeitig ermÃ¶glicht 
dieser Stoffwechsel die Turgorregulation. 
Aus der Analyse der Phosphatgehalte in der 1750100-Kultur (vgl. 4.1.1.4.) lÃ¤5 sich 
weiterhin folgende Hypothese ableiten: 
FÃ¼ die Aufnahme von Phosphat aus dem Kulturmedium hÃ¤tt Energie aufgewendet 
werden mÃ¼sse (vgl. oben), diese stand aber wegen der BeeintrÃ¤chtigun von 
Photosynthese und Atmung (vgl. Grafik 12 - 14) nicht mehr zur VerfÃ¼gung Daher ist 
der Gesamt-Phosphatgehalt und in der 175~1~Kultur nahezu unverÃ¤nder gegenÃ¼be 
den Ausgangsbedingungen in 350100 (vgl. Grafik 26). Als alles vorhandene 
Polyphosphat zu HP02  umgesetzt war, konnten keine weiteren Kationen aus dem 
Medium aufgenommen werden, da die erforderlichen Gegenionen fehlten. Dies wÃ¼rd 
erklÃ¤ren warum in der 1750100-Kultur geringere Ionengehalte als in der 70'100-Kultur 
gemessen wurden. AuÃŸerde war das osmotische Potential des Mediums in der 
1750100-Kultur so hoch, daÂ ein Ausgleich durch Ionenanreicherung im Protoplasten 
unmÃ¶glic wurde. Daher konnte keine Turgorregulation mehr stattfinden. 
Nur in der 1750100-Kultur wurde unmittelbar nach dem Upshock erodierte StÃ¤rk 
beobachtet. Der Gehalt an organischen Osmotika war nach 14 Tagen in dieser Kultur 
am hÃ¶chsten hierin ergibt sich eine weitere gute hreinstimmung zwischen 
Ultrastruktur und physiologischer Beobachtung. Wegen des geringeren Energiebedarfs 
(BISSON & KIRST, 1979) wÃ¤r aber eigentlich eine bevorzugte Ionenaufnahme fÃ¼ 
die Turgorregulation zu erwarten gewesen. Jedoch kÃ¶nne Energie und organische 
Osmotika bei gestÃ¶rte Photosynthese auch aus dem Abbau von Reservestoffen 
gewonnen werden (HELLEBUST & LIN; 1989). Da die Zellen von P. crispa 
reichlich ReservestÃ¤rk enthielten, war der Umbau zu organischen Osmotika 
mÃ¶glicherweis doch energetisch gÃ¼nstiger Dies wÃ¤r eine weitere ErklÃ¤run fÃ¼ das 
Auftreten erodierter StÃ¤rke 
Einige Stunden nach dem Upshock auf 1750100 waren Photosynthese und Atmung 
wieder mit geringen Raten nachweisbar. Dadurch wurde offenbar die Anreicherung 
weiterer organischer Osmotika ermÃ¶glicht ohne daÂ der StÃ¤rkegehal innerhalb von 
14 Tagen stark reduziert wurde. 
Nach 14 Tagen in 1750100 waren Photosynthese und Atmung nicht mehr nachweisbar. 
FÃ¼ das Ãœberdauer langfristiger Strefisituationen ist also der Abbau der Reservestoffe 
unvermeidlich und daher im elektronenmikroskopischen Bild gut nachweisbar. 
LÃ¤ngerfristi wurden bei P. crispa durch unterschiedlichen Salzstrel3 offenbar 
unterschiedliche Regulationsmechanismen in Gang gesetzt. In der 7O'Ioo-Kultur 
erfolgte die Regulation hauptsÃ¤chlic durch Ionen, deshalb wurden hier nach 
Ca. 1 Tag Vakuolen gebildet. In der 17501~-Kultur entstanden die Vakuolen erst nach 
einer Woche, es wurde erodierte StÃ¤rk beobachtet und der Anteil organischer 
Osmotika war grÃ¶ÃŸe Zu den unterschiedlichen Regulationsmechanismen und zum 
Zeitablauf der Regulation bleiben noch viele Fragen offen. 
EinfluÃ der Turgorregulation auf den Habitus: 
Die unterschiedlichen Habitusformen nach hypo- oder hyperosmotischer 
Langzeitkultur kÃ¶nnte eine Folge unterschiedlicher Turgordrucke sein. Es ist gut 
vorstellbar, daÂ turgeszente Zellen bei 0,3501~ eine flache Wuchsform des Thallus 
bedingen, wogegen weniger turgeszente Zellen (17501~) zu einem starken KrÃ¤usel 
des Thallus fÃ¼hren Als Modell-vorstellung bietet sich eine prall gefillte Luftmatraze 
an; sie lÃ¤Ã sich nicht aufrollen. Die Entstehung grÃ¶ÃŸer Thalli unter 
hypoosmotischen Bedingungen (vgl. 3.1.1 .) ist auch an Prasiola stipitara 
nachgewiesen worden (RUSSELL, pers. Mitteilung). 
Zusammenhang zwischen Turgorregulation und Habitat: 
Bei Arten des Eulitorals oder der Brackwasserzone muÃ die Geschwindigkeit der 
Turgorregulation dem Zeitintervall der Tide (12 Stunden) angepasst sein. Die 
Turgorregulation mit organischen Osmotika ist in dieser Frist nicht mÃ¶glich Aus 
energetischen GrÃ¼nde regulieren die Arten dieser Habitate daher ihren Turgor mit 
Ionen (BISSON & KIRST, 1979), oder sie ertragen eine unvollstÃ¤ndig 
Turgorregulation (REED, 1983). Die unvollstÃ¤ndig Turgorregulation bei P. crispa 




Viele Algen, die unter normalen Bedingungen keine Vakuolen haben, bilden diese 
unter osmotischem StreÂ§ Entstehen die Vakuolen unter hypoosmotischen 
Bedingungen, so dienen sie vermutlich als Kompartimente fÅ¸ das passiv eingestrÃ¶mt 
Wasser und dienen damit der Kontrolle des Cytoplasma-Volumens (KIRST, 1990). 
Beispiele fÃ¼ diese "hypoosmotische Vakuolenbildung" sind Porphyra purpurea 
(REED et al., 1980), Porphyra umbilicalis (WIENCKE & LAUCHLI, 1980) und 
Tetraselmis (Plafymonas) subcordifom's (KIRST & KRAMER, 198 1). Da die Zellen 
von P. crispa durch die ZellwÃ¤nd vor zu groÂ§e Volumenzunahme geschÃ¼tz sind, 
wurde der weitere Einstrom von Wasser durch die Ausbildung eines Turgordrucks 
verhindert. Eine Volumenkontrolle mittels Vakuolenbildung fand nicht statt, die 
physiologischen Leistungen (vgl. 4.1.1.1. + 4.1.1.2.) waren dadurch nicht 
beeintrÃ¤chtigt 
Bei der "hyperosmotischen Vakuolenbildung" unter erhÃ¶hte SalinitÃ¤te dienen die 
Vakuolen als Kompartimente fÅ¸ Ionen. Neben der Kontrolle des cytoplasmatischen 
Volumens werden die Ionen damit aus dem Cytoplasma entfernt und toxische 
EinflÃ¼ss der Ionen auf das Cytoplasma vermieden (KIRST, 1990). Diese 
Vakuolenbildung wurde ebenfalls an Prophyra umbilicalis ausfÃ¼hlic untersucht 
(KNOTH & WIENCKE, 1984; WIENCKE & LAUCHLI, 1983; WIENCKE et al., 
1983). Es konnte gezeigt werden, daÂ die unter SalzstreÂ angereicherten Ionen Na+ 
und Cl- hauptsÃ¤chlic in den Vakuolen lokalisiert waren (WIENCKE et al., 1984). 
Das Gesamtvolumen der Vakuolen hing dabei von der StÃ¤rk des osmotischen Stresses 
ab. Auch in Dunulielia parva konnten unter Salzstrek3 Vakuolen mit Na+ und Cl- 
nachgewiesen werden (HAJIBAGHERI et al., 1986). Bei P. crispa wurde nur unter 
hypersalinen Bedingungen Vakuolenbildung beobachtet. Es ist zu vermuten, daÂ diese 
Vakuolen als Ionen-Kompartimente dienten. Da die PrÃ¤paratio fÅ¸ die 
elektronenmikroskopische Elementanalyse (EDXA oder EELS) sehr schwierig war, 
konnten die Ionenkonzentrationen in den Vakuolen nicht bestimmt werden. 
Bei Porphyra umbilicalis wurden die Vakuolen innerhalb einer Stunde nach dem 
osmotischen Schock gebildet, danach nahm das Gesamtvolumen der Vakuolen nicht 
mehr zu (KNOTH & WIENCKE, 1984). Dagegen entstanden die Vakuolen bei 
P. crispa langsamer. Erste Vakuolen waren in der 70%~-Kultur nach 1 Tag, in der 
175oloo-Kultur nach mehreren Tagen sichtbar. Da die Zellen der 7OrIoo-Kultur mehr 
Ionen enthielten als die der 175010-Kultur, dienten die Vakuolen bei P. crispa 
vermutlich nur als lonenspeicher. Eine Regulation des Zellvolumens konnte nicht 
beobachtet werden, daher scheidet eine solche Funktion der Vakuolen bei P. crispa 
aus. MÃ¶glicherweis wird aber lÃ¤ngerfristi das cytoplasmatische Volumen durch die 
Vakuolenbildung reguliert. Auch bei Porphyra umbilicalis wird das cytoplasmatische 
Volumen reguliert (WIENCKE et al . , 1984). 
Bei Tetraselmis (Platymonas) subcordiformis wurde die Entstehung von Vakuolen aus 
Golgi-Vesikeln beobachtet (KIRST & KRAMER, 1981). Zahlreiche Vesikel im 
Cytoplasma salzgestreÃŸte Zellen von P. crispa (vgl. Abb. 24) lassen vermuten, daÂ 
die Vakuolen hier ebenso entstanden sind. 
4.1.2.2. C h l o r ~ p W  
StÃ¤rke 
Da die enzymatische Bestimmung der StÃ¤rk in den Chloroplasten von P. crispa keine 
verlÃ¤ÃŸlich Ergebnisse zeigte, konnten VerÃ¤nderunge im StÃ¤rkegehal nur anhand 
der elektronenmikroskopischen Bilder analysiert werden. Innerhalb der ersten 14 Tage 
waren die VerÃ¤nderunge im StÃ¤rkegehal relativ gering, ein Bezug zu den 
analysierten organischen Osmotika (vgl. Grafik 9) lieE sich daher nur schwer 
herstellen. Es zeigte sich jedoch kein Widerspruch zwischen 
elektronenmikroskopischen und physiologischen Daten. Es ist zu vermuten, daÂ unter 
hypoosmotischen Bedingungen organische Osmotika dem Cytoplasma entzogen 
werden. Die daraus gebildete StÃ¤rk ist osmotisch unwirksam. Vice versa wird unter 
hyperosmotischen Bedingungen StÃ¤rk zu organischen Osmotika umgebaut. Die 
deutlichen VerÃ¤nderunge im StÃ¤rkegehal nach lÃ¤ngere Kulturdauer 
(vgl. Abb. 21 + 26) bestÃ¤tige diese Vermutung. Ã„hnlich Beobachtungen wurden an 
den StÃ¤rkekÃ¶me von Porphyra umbilicalis gemacht; dort wurde die Florideen- 
StÃ¤rk wÃ¤hren Ca. l Woche zu Floridosid und Isofloridosid umgesetzt (WIENCKE & 
LÃ„UCHLI 1981). 
Ein weiterer Hinweis auf die Funktion der StÃ¤rk als Vorrat fiir organische Osmotika 
ist das Auftreten der Erosionsspuren nach dem Upshock (vgl. Abb. 27 + 28). Bei der 
Keimung von Getreide wurden sehr Ã¤hnlich Strukturen beobachtet und als "erodierte 
StÃ¤rke beschrieben. Die Ucher und Riefen in .den StÃ¤rkekÃ¶rne wurden mit der 
Anordnung abbauender Enzyme in Zusammenhang gebracht (HANSELMANN, 
1981). Bei P. crispa konnten diese Strukturen nur in den PrÃ¤parate dargestellt 
werden, die direkt nach osmotischem Upshock auf 17501~ fixiert wurden. Nach 
Upshock auf 7 @ / ~  waren keine Erosionsmuster sichtbar. Dies paÂ§ zu der 
Beobachtung, da6 die organischen Osmotika in der 1750100-Kultur einen grÃ¶ÃŸer 
Anteil am osmotischen Potential bildeten. AuÃŸerde war in dieser Kultur lÃ¤ngerfristi 
keine Photosynthese mehr nachweisbar, so daÂ ein Energiemangel bestand 
(vgl. 4.1.1.2.). 
Aufgrund der teilweise schlechten Sirukturerhaltung kann aber nicht ganz 
ausgeschlossen werden, daÂ es sich bei der Darstellung der erodierten StÃ¤rk um 
einen Artefakt handelt. 
Thylakoide und Plastoglobuli: 
Die vermehrt sichtbaren Thylakoide stimmten mit der Anreicherung von Chlorophyll 
unter erhÃ¶hte SalinitÃ¤te (vgl. Grafik 11) Ã¼berein Die verminderte Zellteilungs-Rate 
hat die Anreicherung von Thylakoiden sicherlich begÃ¼nstigt Da der lichtgetriebene 
Elektronenflufl im Algen-Chloroplasten eine wichtige Rolle bei der Reduktion von 
NO, spielt (RICHTER, 1988), besteht mÃ¶glicherweis ein Zusammenhang zwischen 
den vermehrten Thylakoiden und der NH4+-Anreicherung unter hÃ¶here SalinitÃ¤ten 
Bei P. crispa wurden unter Salzstref3 vermehrt Plastoglobuli beobachtet. Plastoglobuli 
werden als Kennzeichen alternder oder geschÃ¤digte Chloroplasten beschrieben 
(V. DENFFER, 1983). Diese Interpretation paÂ§ gut zu der Vermutung, daÂ die 
Zellteilungsrate bei P. crispa unter Salzstrefl reduziert war. Dadurch wurde das Alter 
der Zellen und damit auch das Alter der Chloroplasten erhÃ¶ht 
In dem antarktischen Moos Ceratodon purpureus dienten Plastoglobuli als Schutz vor 
zu hohen LichtintensiiÃ¤te (POST, 1990). Allerdings waren die LichtintensitÃ¤te 
wÃ¤hren der Kulturhaltung (70 pE/rnzs) fÃ¼ eine starklichttolerante Alge wie P. crispa 
nicht hoch. Die Photosynthese-Lichtkurve in 70Â¡/0 (Grafik 13) zeigte zwischen 
100 pE/m2s und 200 pE/m2s noch einen Anstieg der 0,-Produktion. Eine Licht- 
SchÃ¤digun durch die Beleuchtung mit 70 pE/m2s in der Kultur ist daher 
unwahrscheinlich. 
4.2. Versuche zur Austrocknung 
4.2.1 . Physiologie 
4.2.1.1. Austrocknung 
Die Morphologie des Algenthallus hat einen EinfluÃ auf seine 
Austrocknungsgeschwindigkeit. Die festen Thalli von FUCHS distichus hatten nach 
3 Stunden 80% ihres Zellwassers verloren, die zarteren Thalli von Ulva fenestrata 
innerhalb von 2 Stunden (QUADIR et al., 1979). Nach dieser Phase blieb der 
Wassergehalt in beiden Arten relativ konstant. Obwohl die Thalli von P. crispa denen 
von Ulva morphologisch sehr Ã¤hniic sind, dauerte eine entsprechende Wasserabgabe 
hier 6-8 Stunden; dabei war der EinfluÂ der relativen Luftfeuchtigkeit auf die 
Trocknungsgeschwindigkeit gering. Ein wichtiger Grund fÃ¼ den besseren 
Trockenschutz von P. crispa lag mÃ¶glicherweis in der chemischen Zusammensetzung 
der Zellwand (KLOAREG & QUATRANO, 1988). Der hohe Anteil an Pektinen 
(vgl. 3.1.3.1 .) wurde bereits 1936 von KNEBEL lichtmikroskopisch nachgewiesen 
und begÃ¼nstigt die Quellung der Zellwand sowie deren Wasserspeicherung. 
AuÃŸerde erschwerte die ImprÃ¤gnierun der Zellwand (die Substanz der lipophilen 
Globuli, vgl. 4.2.3.) die Wasserabgabe. Weiterhin reduziert die krause Wuchsform 
der Thalli deren OberflÃ¤ch und schafft geschÃ¼tzt InnenrÃ¤ume in denen das 
Haftwasser gut vor Verdunstung geschÃ¼tz ist. Solche Wasserfeste wurden bei 
trockenfallenden Fucus- oder Cladophora-Thalli beobachtet (KIRST, 1990). 
Dieser Verdunstungsschutz von P. crispa durch die ZellwÃ¤nd ist allerdings eine 
Besonderheit. Im allgemeinen wird die Austrocknungsgeschwindigkeit vom VerhÃ¤ltni 
der ThallusoberfiÃ¤ch zum Thallusvolumen bestimmt und nicht von der 
Zellwanddicke (DROMGOOLE, 1980). Da die Trockenzeiten im Supralitoral sehr 
lang dauern kÃ¶nne (keine regelmÃ¤flig Benetzung durch die Flut) kann der 
Verdunstungsschutz von P. crispa nicht der alleinige Grund fÃ¼ die 
Austrocknungsresistenz sein. So stellte schon BIEBL (1938) fest, daÂ es keinen 
Zusammenhang zwischen Austrocknungsgeschwindigkeit und bevorzugtem Habitat 
gibt. Vielmehr ist die FÃ¤htgkeit Austrocknung zu ertragen, fÃ¼ die Verbreitung der 
Algen ma6geblich (DAVISON et al., 1989). WÃ¤hren der maximale ("kritische") 
Wasserverlust bei der sublitoralen Laminaria digitata bei 55% liegt, ertrÃ¤g 
Fucus spiralis im oberen Eulitoral bis zu 90% Wasserverlust (DRING & BROWN, 
1982). Dies war auch fÅ  ¸P. crispa die kritische Grenze (Grafik 24). 
4.2.1.2. Photosynthese und Atmung 
In der Gasphase: 
WÃ¤hren der Austrocknung der Thalli von P. crispa war die Netto-Photosynthese 
gegenÃ¼be der PES-Kultur (vgl. Grafik 12) deutlich reduziert, dies wurde durch einen 
qualitativen Test im Labor nachgewiesen. Genauere Messungen der Photosynthese- 
und Atmungsraten wurden von BECKER (1982) in der Antarktis durchgefÃ¼hrt Die 
dort gefundenen Werte fÃ¼ P. crispa (ohne anhaftendes Wasser) lagen um den 
Faktor 10 unter den Werten, die hier in der PES-Kultur gemessen wurden. Damit 
ergibt sich eine gute Ãœbereinstimmun beider Versuche. 
Bei anderen Algen kann eine geringe Austrocknung die Photosynthese stimulieren, 
erst ein grÃ¶Sere Wasserverlust fÃ¼hr dann zur Abnahme der Photosyntheserate. So 
wurde bei 3 Fucus-Arten und bei Laminaria digitata eine Steigerung der 
Photosyntheserate nach Ca. 20% Austrocknung gemessen (DRING & BROWN, 
1982). Auch bei Ulva fenestrata wurde die Photosynthese durch 20% Wasserverlust 
angeregt, durch die stÃ¤rke ansteigende Atmungsrate kam es hier aber zu einer 
Abnahme der Netto-Photosynthese (QUADIR et al., 1979). Die Steigerung des 
Gaswechsels bei Austrocknung wurde bei Flechten auf eine verbesserte Diffusion in 
den ZellwÃ¤nde zurÃ¼ckgefÃ¼h (LANGE & KILIAN, 1985). Dabei sind blaugrÃ¼n 
Phykobionten empfindlicher gegen Wasserverlust als symbiontische GrÃ¼nalge 
(LANGE et al., 1989). Der EinfluS der Austrocknung auf die Photosynthese ist fÃ¼ 
die Flechten und fÃ¼ ihre isolierten Phycobionten gleich (LANGE et al., 1990). 
P. crispa wurde in der Antarktis auch als Phycobiont der Flechte Mastodia tesselata 
gefunden (KAPPEN et al . , 1987). Freilandexperimente mit Mastodia tesselata zeigten 
ebenfalls eine geringfÃ¼gi erhÃ¶ht CO,-Aufiiahme bei leichtem Wasserverlust 
(HUISKES, pers. Mitteilung). Wegen der mÃ¤chtige ZellwÃ¤nd wÃ¤r auch bei 
P. crispa eine Steigerung der Photosynthese durch eine Verlagerung des 
Diffusionswiderstandes (Austrocknung) gut vorstellbar. Die 0.a. Ergebnisse zeigten 
aber, daÂ die Photosynthese von P. crispa auch bei geringem Wasserverlust schon 
stark reduziert wurde. Eine Ursache dafÃ¼ kÃ¶nnt das unterschiedliche Angebot an 
Kohlenstoff sein. WÃ¤hren in der Gasphase der Kohlenstoff als CO, vorliegt, wird im 
Meerwasser (bei pH-Werten um 8) hauptsÃ¤chlic HC03 angeboten. HCO, wurde von 
Iriduea cordata besser umgesetzt als CO, (THOMAS & TREGUNNA, 1970) und 
limitiert offenbar auch bei anderen marinen Algen die Photosynthese (BIDWELL & 
McLACHLAN, 1985). Die Verminderung der Atmungsrate von P. crispa ist dadurch 
allerdings nicht erklÃ¤rbar 
Trotz der starken Reduktion der gemessenen Gaswechselraten gab es Hinweise darauf, 
daÂ Photosynthese bei P. crispa bis zu einem Wasserverlust von 70% mÃ¶glic ist. In 
diesem Bereich lag auch der maximale Wasserverlust fÃ¼ die anderen 0.g. Algen 
(QUADIR et al., 1979; DRING & BROWN, 1982). Die Autoren interpretierten dies 
als wichtige Anpassung an das Leben im Eulitoral. 
Nach Wiederbenetzung: 
Unmittelbar nach der Wiederbenetzung waren Photosynthese und Atmung in allen 
Proben von P. crispa meÃŸbar Die Photosyntheseraten waren dabei auf 
Ca. 25% reduziert, gleichgÃ¼lti wie lange die Thalli vorher getrocknet waren. 
Im Gegensatz dazu war bei verschiedenen Algen des Eulitorals ein klarer 
Zusammenhang zwischen Austrocknungdauer und nachfolgender Photosynthese 
feststellbar (BROWN, 1987). Die Photosyntheseraten nach geringem Wasserverlust 
lagen bei allen Arten nur wenig unter den Kontrollraten (vor Austrocknung). 
Deutliche Unterschiede zeigten sich auch nach lÃ¤ngere Wiederbenetzung. Die Arten 
des oberen Eulitorals (Bostrychia arbuscula, Apophloea lyallii) erreichten hÃ¶her 
Photosyntheseraten als die Arten des unteren Eulitorals (Hormosira banksii, 
Xiphophora chondrophylla). BROWN's Schlui3folgerungen wurden auch durch die 
MeÃŸwert fÃ¼ P. crispa bestÃ¤tigt Die gute Regeneration der Photosynthese nach 
lÃ¤ngere Wiederbenetzung entspricht den Erwartungen fÃ¼ eine Art des Supralitorals. 
Sie ist ein typisches Kennzeichen der Austrocknungsresistenz (WILTENS et al., 
1978). 
Freilandexperimente mit P. crispa in der Antarktis (DAVEY, 1989) zeigten, daÂ die 
ursprÃ¼ngliche Photosyntheseraten schon nach 6-12 Stunden Wiederbenetzung erreicht 
wurden. Dies stimmt gut mit den hier durchgefÃ¼hrte Laborexperimenten Ã¼berein in 
beiden FÃ¤lle traten grok  Schwankungen in den MeÃŸwerte paralleler Proben auf. 
DAVEY beobachtete weiterhin, daÂ die Austrocknung der Thalli haufig zum 
Absterben von P. crispa fÃ¼hr (DAVEY, 1988; 1989). Da im Labor das Gegenteil 
festgestellt wurde, sind die Unterschiede in den verschiedenen Methoden zu suchen: 
1. Bei DAVEY wurden die Thalli wÃ¤hren der Austrocknung belichtet. Bei hÃ¶here 
Wasserverlusten wird die Elektronen-Transportkette der Photosysteme unterbrochen 
(WILTENS et al., 1978). Da schon ein einfacher Thallus von P. crispa 50% des 
einfallenden Lichtes absorbiert (DAVEY, 1989), kÃ¶nne durch die Belichtung 
Radikale entstehen, die die Zellen schÃ¤digen Auf die Bedeutung dieser SchÃ¤de 
haben SATOH et al. (1983) im Zusammenhang mit der Salztoleranz hingewiesen. 
AuÃŸerde wurden die Thalli mÃ¶glicherweis durch die absorbierte Strahlung 
erwÃ¤rmt was ebenfalls zu Zelldefekten gefÃ¼hr haben kÃ¶nnte In den Laborversuchen 
wurde P. crispa im Dunkeln getrocknet, damit wurden die oben beschriebenen 
LichtschÃ¤de vermieden. 
2. DAVEY benutzte die FÃ¤rbun mit Auramine 0 als VitalitÃ¤tstest Die 
Laborversuche zeigten aber, da6 die Vitalf~bung bei P. crispa schwierig ist und zu 
Fehlinterpretationen fÃ¼hre kann (vgl. 2.2.7.). 
4.2.1.3. Wuchsraten 
Die Wuchsraten nach Austrocknung und Wiederbenetzung der Thalli wurden von der 
Trocknungsdauer und vom Wasserverlust bestimmt. Obwohl die Austrocknungsdauer 
natÃ¼rlic ihrerseits den Wasserverlust bedingte, hatten beide Faktoren offenbar einen 
getrennten EinfluÂ auf die Wuchsraten. Dies wird vor allem durch die grofkn 
Unterschiede in den Wuchsraten nach vergleichbarem Wasserverlust deutlich 
(vgl. Grafik 24). Aus Grafik 22 wird gefolgert, daÂ der Vorgang der Wasserabgabe 
vermutlich eine stÃ¤rker BeeintrÃ¤chtigun der Alge darstellt als der Wasserverlust 
selbst. Dadurch wÃ¼rd erklÃ¤rt daÂ die WR wÃ¤hren der Austrocknung ( < 5 Stunden) 
stÃ¤rke reduziert wurden als nach Erreichen eines stabilen Zustandes (5-9 Stunden). 
Die Trocknungszeit von 5-9 Stunden ist fÃ¼ die Alge offenbar gÃ¼nstig dies zeigte sich 
auch bei den Versuchen mit Silicagel. Hier lagen die Wuchsraten nach 5-9 Stunden 
erheblich Ã¼be den Raten der normal getrockneten Thalli (Grafik 24), bei denen der 
gleiche Wasserverlust (86%) eingetreten war. Eine Anpassung an das Trockenliegen 
fÃ¼ 5-9 Stunden ist Ã¶kologisc sinnvoll. Solche Trockenzeiten treten bei einem 
Tideintervall von 12 Stunden in der oberen Gezeitenzone hÃ¤ufi auf. 
Erst bei lÃ¤ngere Austrocknung (> 10 Stunden) bestimmte der Zeitfaktor allein die 
Wuchsraten. Bei verhinderter Austrocknung der Thalli (Grafik 23, Feuchtekammer) 
zeigten die gro5en Schwankungen in den Wuchsraten (Standardabweichungen!) 
ebenfalls den EinfluÂ der Trocknungsdauer. Bei verschiedenen Polysiphonia-Arien 
konnte sogar ein Absterben nach 1-tÃ¤gige Lagerung in Feuchtekammem beobachtet 
werden (BIEBL, 1938). 
4.2.2. Ultrastruktur 
FÃ¼ die FÃ¤higkeit Austrocknung zu ertragen, gibt es wichtige ultrastrukturelle 
Voraussetzungen. Ein Vorteil ist das Fehlen einer Zentralvakuole, die durch den 
Wasserentzug stark beschÃ¤dig werden kÃ¶nnte Algen ohne Vakuolen, wie P. crispa, 
zeigen daher im allgemeinen eine bessere Austrocknungs-Resistenz (BIEBL, 1938). 
DAVISON et al. (1989) fanden bei Experimenten zur Gefrierresistenz, daÂ SchÃ¤de 
am Plasmalemma entstehen, die dessen SemipermeabilitÃ¤ zerstÃ¶ren Wegen der 
Ã„hnlichkei von Austrocknungs- und Gefrierstrei3 (GUY, 1990) kann man vermuten, 
daÂ das Plasmalemma auch bei der Austrocknungstoleranz von P. crispa eine wichtige 
Rolle spielt. Weiterhin ist auch die elastische Verformbarkeit der ZellwÃ¤nd ein 
wichtiger Schutzfaktor (vgl. 4.1.1.5). 
In der Ultrastruktur von P. crispa wurden nach der Austrocknung nur geringe 
VerÃ¤nderunge festgestellt. Die hohe Dichte von Cytoplasma und 
Chloroplastenmatrix, erkenntlich am starken Kontrast im elektronenmikroskopischen 
Bild, stabilisierte offenbar die Ultrastruktur wÃ¤hren des Wasserverlustes. In diesem 
Zusammenhang sind auch die hohen Prolin-Gehalte im ZeUimern wichtig 
(vgl. 4.1.1.4.). DaÂ es schon nach wenigen Stunden zu einer deutichen Abnahme des 
Wassergehaltes im Cytoplasma gekommen ist, wird durch das ZusammenflieÃŸe der 
lipophilen Globuli belegt. Hier wurde die hydrophile Barriere zwischen den einzelnen 
Globuli durch den Wasserentzug entfernt. Die konkave Verformung der Zellkerne ist 
ein weiteres Merkmal der Austrocknung. Soweit Membranen dargestellt werden 
konnten, wirkten sie unversehrt; die Thylakoide der Chloroplasten waren nicht 
aufgeblÃ¤ht wie es von NOAILLES (1978) bei Trockenschaden an Moosen beobachtet 
wurde. Angeschwollene Thylakoide wurden auch bei Tetraselmis (Platymonas) unter 
SalzstreB beobachtet (KIRST & KRAMER, 198 1). Salzstrei3 und Austrocknung zeigen 
oft Ã¤hniich Effekte auf die Zellstruktur, da beide eine Verminderung des verfÃ¼gbare 
Wassers zur Folge haben (SMITH et al., 1986). Es ist allerdings mÃ¶glich da6 die 
SchÃ¤de nicht beim Austrocknen entstehen, sondern erst bei der Wiederbenetzung 
(WILTENS et al., 1978). Bei P. crispa ist aber wegen der guten physiologischen 
Leistungen (vgl. 4.2.1.2. + 4.2.1.3.) nicht mit SchÃ¤de durch die Wiederbenetzung 
zu rechnen. 
4 -2.3. Zellwand und Globuli 
Erst nach sehr langer StÃ¶run der Photosynthese (mehrere Monate bis 1 Jahr im 
Dunkel) war eine Reduktion der lipophilen Globuli im Cytoplasma von P. crispa zu 
erkennen (eigene Beobachtung). Da die Reservestoffe (StÃ¤rke zu diesem Zeitpunkt 
lÃ¤ngs verbraucht waren, ist eine Funktion der Globuli als Speicherstoffe 
auszuschlieÃŸen Vermutlich besteht ein Zusammenhang zwischen den Globuli im 
Cytoplasma und den Inkrustierungen der Zellwand. Das gleiche Verhalten bei der 
Nachkontrastierung lÃ¤6 auf eine stoffliche Ãœbereinstimmun schlieben. Bei 
Fucus distichus wurden ungesÃ¤ttigt FettsÃ¤ure in der Zellwand beschrieben, die dort 
als "falsche Kutikula" einen Austrocknungsschutz bilden (QUADIR et al., 1979). Da 
vermutlich auch die Globuli und Zellwand-Inkrusten von P. crispa aus ungesÃ¤ttigte 
FettsÃ¤ure bestehen, ergibt sich hierin eine genaue Ãœbereinstimmun zu Fucus. Die 
Diffusionsbarriere durch die "falsche Kutikula" konnte bei P. crispa auch durch die 
Neutralrotfarbung nachgewiesen werden (vgl. 3.1.1 .). Au6erdem kÃ¶nnte die 
reduzierten Wuchsraten nach dem Abtupfen (vgl. 2.2.3.) durch SchÃ¤de an der 
"falschen Kutikula" bedingt sein. Die lipophile Substanz wurde offenbar sehr langsam 
durch die Zellwand nach au6en abgegeben, der groÃŸ Vorrat kann als gute Anpassung 
an lÃ¤nger Trockenperioden interpretiert werden. Da auch im Cytoplasma von 
Prasiola stipitata zahlreiche FettkÃ¶rperche nachgewiesen wurden (FRIEDMANN & 
MANTON, 1959), ist diese "falsche Kutikula" offenbar eine gute Voraussetzung fÃ¼ 
das Leben im EU- oder Supralitoral. 
4.3. Zusammenfassun~ und Schluftfolgerung 
Hypoosmotische Medien (im Extremfall Sswasserbedingungen) stellen fÃ¼ P. crispa 
keinen StreÃ dar. Dies wird durch nahezu konstante physiologische Leistungen und 
eine unverÃ¤ndert Ultrastruktur belegt. Die dicke Zellwand ist dabei sicherlich ein 
sehr wichtiger Schutzfaktor. In der Antarktis gibt es jÃ¤hrlic Ca. 181 Regentage und 
167 SchneefallTage (BARSCH et al., 1985). Dadurch kommt es im Supralitoral der 
Antarktis hÃ¤ufi zu AussÃ¼ÃŸu durch Regen oder Schmelzwasser, P. crispa ist somit 
diesem Habitat sehr gut angepasst. 
Austrocknung und erhÃ¶ht SaliniiÃ¤ des Mediums, die durch das reduzierte 
Wasserpotential einen vergleichbaren StreÃ darstellen, werden von P. crispa gut 
toleriert. Ihre Strategie besteht dabei weniger darin, dem entsprechenden StreÃŸfakto 
entgegen zu wirken, als vielmehr den StreÃ passiv zu ertragen. Durch die vielfaltigen 
Eigenschaften der dicken ZellwÃ¤nd und das "stabile" Plasmalemma ist das Zellinnere 
gegen plÃ¶tzlich extreme Belastungen abgeschottet. Daher werden unter erhÃ¶hte 
SaliniiÃ¤te (Ãœbe 3501~1) oder bei Austrocknung die physiologischen Leistungen zwar 
stark reduziert, es treten aber keine irreversiblen SchÃ¤de auf. Turgorregulation findet 
nur in sehr begrenztem Umfang und langfristig statt. Die dabei angereicherten 
Inhaltsstoffe entsprechen weitgehend den bekannten Reaktionen bei anderen Algen. 
Die Anreicherung von HPO,2- wurde bisher nicht beschrieben, sie ist mit dem 
hÃ¤ufige Vorkommen von P. crispa auf VogelbÃ¤nke zu erklÃ¤ren 
Die Ultrastruktur von P. crispa spiegelt die physiologischen Eigenschaften wider. 
Weder durch SalzstreÃ noch durch Austrocknung kommt es zu dramatischen 
VerÃ¤nderungen Auch hierbei ist die Zellwand als stabilisierender Faktor von 
Bedeutung. Die lipophilen Globuli im Cytoplasma und ihre mÃ¶glich Bedeutung in 
der Zellwand sind eine Besonderheit von P. crispa. Vakuolenbildung tritt nur bei 
Ionenanreicherung auf, lÃ¤ngerfristi ist ein RÃ¼ckgan der ReservestÃ¤rk zu 
beobachten. Auch unter extremen StreÃŸbedingunge (175% oder 80% Wasserverlust) 
bleiben die Membransysteme erhalten, dies ist eine wichtige Voraussetzung fÃ¼ die 
rasche Regeneration. 
Dementsprechend tritt auch nach RÃ¼ckfÃ¼hru in Kontrollbedingungen (350100) schnell 
eine vollstÃ¤ndig Erholung der Alge ein. Im Habitat ist P. crispa also bei verbesserten 
Umweltbedingungen schnell wieder voll leistungsf3hig, auch wenn der 
vorausgegangene StreÃ mehrere Wochen andauerte. Dies ist im Hinblick auf hÃ¤ufig 
extreme Wetterlagen (BARSCH et al., 1985) besonders wichtig. Die MÃ¶glichkeit 
lange Zeiten ohne Licht zu Ã¼berdauern ist eine gute Anpassung an die Bedeckung 
durch Schnee. 
Eine gute Toleranz gegenÃ¼be Austrocknung und die rasche Regeneration nach der 
Wiederbenetzung sind wichtige Vorbedingungen fÃ¼ die Gefrierresistenz. 
Gefrierresistenz ist bei manchen Pflanzen durch vorausgehende Austrocknung 
induzierbar (GUY, 1990). Getrocknete Thalli von P. crispa konnten ohne SchÃ¤de 
tiefgefroren werden und zeigten nach dem Auftauen beinahe normale Wuchsraten 
(eigene Beobachtung). Da in der Antarktis jÃ¤hrlic 120 Frostwechseltage auftreten 
(BARSCH et al., 1985), ist die Gefrierresistenz ein wichtiges Kriterium fÃ¼ dort 
lebende, atmophytische Algen. 
Bei all diesen Leistungen von P. crispa spielt die Zellwand eine wichtige Rolle. Ihre 
vielfÃ¤ltige physikalischen und chemischen Eigenschaften konnten hier nur sehr 
unvollstÃ¤ndi untersucht werden. Da die Zellwand ja das Bindeglied zwischen 
Protoplast und Umwelt darstellt, wÃ¤r eine weitergehende Untersuchung (auch bei 
anderen Algen) von grokm Interesse. 
Das umfassende "AushaltevermÃ¶gen und die ausgezeichneten physiologischen 
Leistungen unter hypoosmotischen Bedingungen lassen die Frage nach dem 
ursprÃ¼ngliche Habitat von P. crispa in einem neuen Licht erscheinen. Im 
Supralitoral sowie an anderen atmophytischen Standorten ist durch Regen oder auch 
durch Schmelzwasser hÃ¤ufi mit SÅ¸Bwasse zu rechnen. Der Eintrag von Seesalz 
spielt an diesen Standorten vermutlich eine weniger wichtige Rolle. 
In der Gattung Prasioh gibt es auch SÅ¸Bwasser-Arten z.B. P. calophylh, mit der 
P. crispa (nicht nur wegen des Vorkommens im gleichen Habitat) haufiger 
verwechselt worden ist (BROADY, 1989a). Die gute Anpassung an hypoosmotische 
Bedingungen und das Fehlen sulphatierter ZellwÃ¤nd kÃ¶nnte ein Hinweis darauf 
sein, daÂ auch P. crispa ursprÃ¼nglic eine SÃ¼ÃŸwasseral war. Wegen ihrer guten 
FÃ¤higkeit ein stark reduziertes Wasserpotential zu ertragen, konnte sie auch andere 
Habitate besiedeln. Vielleicht ist also 
Prasioh crispa ssp .antarctica 
eine Sawasseralge im Exil. 
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Anhang l 
Rezepte fÃ¼ den Methodenteil 
1 .  Kulturmedien 
Spurenelement- und VitaminlÃ¶sunge 
(nach Provasoli: McLACHLAN, 1973) 
PII: 
Na,Mo04 5,2 Å  ¸ 377,4 mg 
ZnCl-, 0,8 Å  ¸ 32,7 mg 
MnC 1 7,3 Å  ¸ 433,4 mg 
coc 1 0,2 Å  ¸ 12,2 mg 
Fe- EDTA 1,8 Å  ¸ 198,2 mg 
EDTA 2530 Å  ¸ 2791,8 mg 
aqua bidest. ad 100~1, ergibt StammlÃ¶sun 1:3000 
SII: 
NaBr 125,O 3858,8 mg 
LiCl 28,8 Å  ¸ 366,2 mg 
SrC 1 23,o Å  ¸ 1839,7 mg 
RbCl 2,3 Å  ¸ 83.4 mg 
KJ 0,08 Å  ¸ 4,0 mg 
aqua bidest. ad 100 ml, ergibt StammlÃ¶sun 1:3000 
Cyanobalamin 0,2 pg/1 60 M 




aqua bidest. ad 100 ml, ergibt StammlÃ¶sun 1:3000 
Die fertigen StammlÃ¶sunge wurden in Iml-Eppendorff-Reaktionsgef* pipettiert 
und bis zum Gebrauch ( 1ml StammlÃ¶sun auf 3 Liter Kulturmedium ) eingefroren. 
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2. Ionenanalysen 
NH,+ - Bestimmung mit NeÃŸler' Reagenz 
(LANGE & VEJDELEK, 1980) 
Puffer: 50 g K-Na-Tartrat 
5 ml NeÃŸler' Reagenz (s.u.) 
100 ml aqua bidest 
einige Tage stehenlassen, dann filtrieren 
Reagenz 
Ansatz: 
NeÃŸler' Reagenz (handelsfertig) 
0,5 ml Probe* 
0,1 m1 Puffer 
0,2 ml Reagenz 
4,5 ml aqua bidest 
messen nach l Stunde bei 430 nm gegen H20 
Eichung -* 0,1 - 2 mM NH4C1 
* HN03 in der Probe zerstÃ¶r die FÃ¤rbung Extraktion mit HC1 
fÃ¼hr zur Abstpaltung von NHa+ aus Glutamin und Asparagin. 
Cl- - Bestimmung mit dem Chloridtitrator 
Reagenz : 12,8 ml konz. HNO, 
200 ml Eisessig 
aqua bidest ad 1000 ml 
Ansatz: 2 ml Probe 
2 ml Reagenz 
3 Tropfen 0,6% wÃ¤ssr GelatinelÃ¶sun (warm) 
Eichung: 0,5 mM NaCl, nach Anweisung des GerÃ¤tehersteller 
NO3 - Bestimmung mit ChromotropsÃ¤ur 
(LANGE & VEJDELEK, 1980) 
Reagenz : 0,4% ChromotropsÃ¤ur in konz. H2S04 
Ansatz : 3,O ml Probe* 
5,O ml konz. H2S04 unter EiskÃ¼hlun zugeben 
1,O ml Reagenz 
15 Minuten auf 6 0 ~  erwÃ¤rmen dann abkÃ¼hlen 
messen bei Raumtemperatur und 410 nm 
gegen Blindprobe ohne Reagenz 
Eichung: 0,1 - 2 mM NaNO, 
* HC1 in der Probe zerstÃ¶r die FÃ¤rbun 
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NO3' - Bestimmung mit Brucinsulfat 
(LANGE & V E J D E L E K ,  1980) 
Reagenz : 321 mg Brucinsulfat (*7H20) 
25 m1 aqua bidest 
Ansatz : 1 ml Probe* 
150 p1 Reagenz 
2 ml konz. H2S04 
40 Minuten bei 6 0 ~  inkubieren, 
20 Minuten abkÃ¼hlen messen bei 405 nm gegen H,0 
Eichung: 10 - 200 pM NaNO, 
* HC1 in der Probe zerstÃ¶r die FÃ¤rbun 
S042" - Bestimmung durch TrÃ¼bungsmessun 
( J A C K S O N  & McCANDLESS, 1978) 
Reagenz a: 15 mg Agarose 
500 mg BaC12 
100 ml aqua bidest 
Reagenz b : 15 mg Agarose 
100 ml aqua bidest 
Ansatz: 1,l ml Probe 
1,2 ml 8% wÃ¤ssr TCA (Trichloressigsaure) 
0,6 ml Reagenz 
mischen und 40 Minuten stehen lassen, 
dann aufschÃ¼ttel und TrÃ¼bun bei 500 nm messen. 
Gemessen werden jeweils zwei ParallelansÃ¤tze 
wobei der Ansatz mit Reagenz b den Blindwert fÃ¼ 
den Ansatz mit Reagenz a ergibt. 
Eichung: 0,25 - 10 mM Na,S04 
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P0,3' - Bestimmung mit Vanadat 
(LANGE & VEJDELEK, 1980) 
LÃ¶sun a: 250 mg Ammon iumvanadat 
in 50 ml heiÃŸe aqua bidest lÃ¶sen abkÃ¼hle 
2 ml konz. HNOg dazugeben 
aqua bidest ad 100 ml 
LÃ¶sun b: 10 g Ammoniummolybdat 
in 50 ml heiÃŸe aqua bidest lÃ¶sen abkÃ¼hle 
10 ml konz. H2S04 dazugeben, abkÃ¼hle 
aqua bidest ad 100 ml 
Reagenz: gleiche Volumina von LÃ¶sun a t b 
kurz vor Gebrauch mischen 
Ansatz: 
Eichung: 
100 p1 Probe 
100 p1 10% wÃ¤ssr TCA (Trichloressigsaure) 
l ml 10% wÃ¤ssr H2S04 
l ml Reagenz 
messen bei 410 nm gegen H20  
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3. sonstige Inhaltsstoffe 
Chlorophyllbestimmung mit Dimethylformamid 
(INSKEEP & BLOOM, 1985) 
Die frischen Thalli wurden in einem verschraubbaren GlasrÃ¶hrche mit einem 
bekannten Volumen N,N-Dimethylfonnamid bei 4 C extrahiert. Die Proben wurden 
abgedunkelt und evtl. auf einen SchÃ¼ttle gestellt. Nach 1-3 Tagen waren die Thalli 
vollstÃ¤ndi entfÃ¤rbt Die so gewonnene Chlorophyll-LÃ¼sun zeigte Ã¼be einen 
Zeitraum von 100 Tagen (!) eine stabile Extinktion bei 647 nm und bei 664,5 nm. Die 
Chlorophyllgehalte der Extrakte berechnen sich nach den folgenden Gleichungen: 
Chlorophyll a: ( 12,7 * E6e4,s ) - ( 2,79 * ) in mg/l 
Chlorophyll b: ( 20,7 * ES4, ) - ( 4,62 * E6e4,s ) in mg/1 
gesamt Chl. : ( 17,9 * Eei7 ) + ( 8,08 * E664s ) in mg/l 
Bestimmung von AminosÃ¤ure mit Ninhydrin 
(SPIES, 1957) 
LÃ¶sun a: 2,l g Na-Citrat 
in 20 ml 1 N NaOH lÃ¶sen 
aqua bidest ad 50 ml 
80 mg SnCln (*2H,O) 
LÃ¶sun b: 2 g Ninhydrin 
50 ml 2-Methoxy-ethanol 
(= Methylglycol, = Methyl-Ce1 losolve) 
( =  Athylenglycol-monomethylÃ¤ther 
Reagenz : gleiche Teile von LÃ¶sun a und b, 
nur wenige Tage haltbar 
Ansatz: 100 p1 Probe* 
1 ml Reagenz 
20 Minuten bei 1 0 0 ~  im Wasserbad 
5 ml 50% wÃ¤ssr n-Propan01 
messen nach 15 - 60 Minuten bei 440 nm 
und 570 nm gegen Blindwert ohne Probe 
Eichung: 0,25 - 2 M, separate Eichreihen fÃ¼ 
NH4+, Leucin, Asparagin, GlutaminsÃ¤ure 
0,25 - 10 mM Prolin 
* Die Proben dÃ¼rfe nicht mit HC1 extrahiert werden, da sonst die 
Aminogruppen von proteingebundenem Glutamin und Asparagin 
abgespalten und mitgemessen werden. 
Die Messung bei 570 nm erfasst die AminosÃ¤ure ohne Prolin und Hydroxyprolin. 
Bei 440 nm werden alle AminosÃ¤ure gemessen. NH,+ wird bei beiden Messungen 
ebenfalls nachgewiesen. Die leicht unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der 
verschiedenen AminosÃ¤ure liegen im Bereich von Â 10% und damit innerhalb der 
allgemeinen Mefiungenauigkeit. 
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Liste der Verbrauchsmaterialien: 
aqua bidest . 
aus Milli Q - Anlage 
Araldit (Durcupan ACM) 









Aethanol 100% p.A. 
DMF (N, N-Dimethylfonnamid) p. A. 
HC132% p.A. 




Filter fÅ¸ die BelÃ¼ftun 
Selektron, 0,2 um 
Formaldehyd 
Glutar(di)aldehyd 

















GuiUeminot E1 8 











Nanoplast FE3 101 











ERL-4206, NSA, DMAE, D.E.R.736 
Tafelglas fÃ¼ Glasmesser 
Sigma 







Macherey - Nagel, 
Visocolor 914 03 1 
915 009 
Merck, Aquaquant 1441 1 
LKB Produkter , Schweden 
Alle Chemikalien, die in dieser Liste nicht aufgefÃ¼hr sind, wurden von den Firmen 
Merck, Fluka oder Sema geliefert. Der Reinheitsgrad war p.A. oder reimt. 
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Anhang 3 
Tabellen zu den Grafiken 
Alle Angaben als Mittelwert Â Standardabweichung und Umfang (n) 
wenn nicht anders beschrieben 
Grafik 1 : Wuchsraten unter hypoosmotischem Strei3 
* in der Grafik nicht dargestellt 
Grafik: 2: Wuchsraten unter hyperosmotischem StreÃ 
WR in % 







* in der Grafik nicht dargestellt 
SalzstreÃ 
WR in % 
106 Â 18 (10) 
111 Â 17 (5) 
115 Â 18 (5) 
140 Â 24 (10) 
105 Â 18 (5) 
100 Â 5 (14) 
Grafik 3: Gewichtsanteile des Thallus 
Nachkultur 
WR in % 
58 Â 13 (5) 
88 Â 21 (5) 
116 Â 25 (5) 
87 Â 7 (5) 
80Â±1 (5) 
100 Â 5 (14) 
WR in % 





WR in % 
100 Â 5 (14) 
109 Â 11 (5) 
114 Â 16 (5) 
114 Â 23 (5) 
74 Â 13 (5) 
SalinitÃ¤ 
in 0 / 0 0  1 
210 
org. Tr. 
in % Fg 
SalzstreÃ 
WR in % 
100 Â 5 (14) 
18 Â 14 (9) 
5 Â 3 (5) 
-9 k 8 (9) 
-11Â 2 (5) 
SalinitÃ¤ 
175 
*Der Ãœberwiegend Teil der Ionen ist im ECS lokalisiert 
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Wasser 
in % Fg 
74 Â 3 (22) 
75 Â 3 (23) 
71 Â 3 (25) 
61 Â 4 (17) 
55 Â ±  (21) 
Ionen* 






Grafik 4: Kationengehalte unter versch. SalinitÃ¤te 
SalinitÃ¤ 
175 
* die Ca2+ -Gehalte lagen an der unteren Nachweisgrenze, 
.sie sind in der Grafik nicht dargestellt 
NH,+ 
in pnol/g Fg 
12 Â 2 (3) 
10 Â 0 (4) 
10 Â 3 (4) 
16 Â 0 (3) 
33 Â 4 (3) 




Grafik 5: Anionengehalte unter versch. SalinitÃ¤te 
Na+ 
in pmol/g Fg 
8 Â 7 (16) 
20 Â 9 (17) 
21 Â 8 (27) 
105 Â 39 (9) 
52 Â 13 (15) 
S043- an der Nachweisgrenze von Ca. l pnol/g Fg, 
mit dem Schnelltest nicht nachweisbar 
NO3- unter der Nachweisgrenze von Ca. 1 pnol/g Fg 
K+ 
in pnol/g Fg 
65 Â 12 (25) 
84 Â 19 (23) 
88 Â 23 (36) 
266 Â 87 (9) 




beide Ionen sind in Grafik 5 nicht dargestellt 
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Cl- 
inpmol/gFg 
2 Â 1 (3) 
2 Â 0 (4) 
4 Â 1 (6) 
7 Â 3 (6) 
15 Â 8 (6) 
P043- 
inpnol/gFg 
142 Â 32 (9) 
116 Â 22 (11) 
107 Â 13 (10) 
218 Â 84 (8) 
96 Â 26 (13) 
Grafik 6: Ionenaufnahme in 70Â¡/0 
SD = Ca. 10% der 0.a. Mittelwerte 
(n) fÃ¼ alle Proben = 3 
Grafik 7: Ionenkonzentrationen in ECS und Medium 
P0.3- 










70 960 800 
175 2402 2210 
K+ 











alle Angaben in pmol/ml bzw. mol/m3 
SD der ECS-Werte ca. 10% vom Mittelwert, 
(n) fÃ¼ alle Proben a: 4 
Na+ 








Grafik 8: Konzentrationsquotient zwischen ECS und Medium 
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Grafik 9: Gehalte organischer Osmotika 
SalinitÃ¤ 
in pmol/g Fg 
44 Â 4 (3) 
76 Â 4 (3) 
60 Â 10 (6) 
175 119 Â 9 (3) 
Saccharose 
in pmol/g Fg 
2 Â  0 (3) 
6 Â 1 (3) 
9 Â 2 (3) 
13 Â 3 (3) 
35 Â 15 (3) 
* AminosÃ¤ure ohne Prolin, 
Eichung mit Leucin, Asparagin, GlutaminsÃ¤ur 
Glukose 
in pmol/g Fg 
0,6Â±0,4(4 
1,O Â 0,3 (4) 
1,l Â 0,l (3) 
8,7 Â 0,9 (6) 
0,9 Â 0,4 (6) 
in pmol/g Fg 
63 Â 8 (7) 
73 Â 11 (9) 
55 Â 7 (8) 
70 54 Â 9 (7) 
175 76 Â 7 (5) 
Grafik 10: Osmotische Potentiale 
Prolin 
in pmol/g Fg 
33 Â 3 (4) 
69 Â 8 (5) 
69 Â 5 (4) 
34 Â 3 (5) 
37 Â 3 (4) 
* Die OsmolaritÃ¤ des Mediums wurde aus 




7 0 2,045 
175 ca. 4 
alle Angaben in mosmol/ml bzw. osmol/1 
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P r o t o p l a s t  


















Grafik 1 1 : Chlorophyllgehalte 
* Werte aus der Modellrechnung (siehe Text) in 
mg neusynthetisiertes Chlorophyll / g Fg,c,,,Fang 








2,2 Â 0,6 (3) 
2,l Â 0,3 (3) 
1,9 Â 0,5 (8) 
7 0 4,O Â 0,4 (4) 
175 3,5 Â 0,5 (4) 
alle Angaben in mg 0, / g Fg h 





















bei 10 pE/m2s 
0,84 Â 0,36 
1,24 Â 0,37 
0,94 Â 0,27 
0,24 Â 0,lO 
0 














4,57 Â 1,49 
6,65 Â 1,22 
5,34 Â 0,96 
0,60 Â 0,14 
0 
alle Angaben in mg OÃ / g Fg h 
FÃ¼ SD und (n) siehe Tabelle zu Grafik 12 
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Grafik 14: Photosynthese und Atmung nach Upshock 
* a: Normalwerte in 3 5 0 / ~ ~  
b: Werte nach 14 Tagen in 1 7 5 0 / ~ ~  
alle Angaben als 02-Umsatz in mg O2 / g Fg h 
Photosynthese 
bei 300 pE/m2s 







Graf* 15: Photosynthese und Atmung nach Downshock 
Atmung 
bei 0 pE/m2s 




0 , 0 
Photosynthese 
bei 300 pE/m2s 
070 
* b: Werte nach 14 Tagen in 1 7 5 0 / ~ ~  
alle Angaben als 02-Umsatz in mg O2 / g Fg h 
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die SD der 0 
(n) fÃ¼ alle 
I n k u b a t i o n s d a u e r  inMinuten 
10 1 30 1 60 1 300 
in % (ThalluslÃ¤ng zu Anfang = 100%) 
Werte (MeÃŸfehler betrÃ¤g k 0,6% 
Proben 2 5 
Grafik 17: Thailuskontraktion nach hyperosmotischem Schock 
alle Angaben in % (ThalluslÃ¤ng zu Anfang = 10w) 
positive Werte = Dehnung, negative Werte = Kontraktion 
Salinitat I n k u b a t i o n s d a  
die SD der 0-Werte (MeÃŸfehler betrÃ¤g k 0,6% 
(n) fÃ¼ alle Proben 2 5 
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30 
0,s k 0,8 
-2,7 k 0,7 
-1,9 k 0,s 
-5,O k 1,3 







0,3 & 0,8 
-2,7 k 0,s 
-1,7 k 0,6 
-4,8 k 1,l 
-11,o k 1,l 










Inkubationsdauer in Mi 
W 
* die mit gleichem Buchstaben bezeichneten Versuche 
sind in der Grafik als 1 Mittelwert dargestellt 
alle Angaben in % (ThalluslÃ¤ng zu Anfang = 100%) 
positive Werte = Dehnung, negative Werte = Kontraktion 
die SD der 0-Werte (MeÃŸfehler betrÃ¤g k 096% 
(n) fÃ¼ alle Proben 2 5 
Grafik 19 und Grafik 20: 
FÃ¼ diese Grafiken gibt es keine Meawerte, sie 
wurden rnit dem Computer des CEM 902 hergestellt. 
137 (Anhang 3) 
Graf& 2 1 : Wasserverlust bei Austrocknung 
Trocknungs- 
dauer , 
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S i l i  
Wuchsrate 
in % 
: a g e 1  
Restwasser 
in % Zellw. 
F e u c h  
Wuchsrate 
in % 
(n) fÃ¼ alle Proben = 3 
Graf* 24: Wuchsraten in AbhÃ¤ngigkei vom H20-Verlust 
H20-Verlust* 




* umgerechnet aus Grafik 22 t 23 
e k a m m e r  
Restwasser 
in % Zellw. 
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bei 300 pE/m2s 
Atmung 
bei 0 pE/mzs 
alle Angaben als 02-Umsatz in mg O2 / g Fg h 
Im Dis-ionsteil 
Grafik 26: Phosphatgehalte: 
SalinitÃ¤ 
in 0/0o 












* diese Werte dienen nur der Berechnung und sind in der Grafik 
nicht dargestellt. Weitere ErlÃ¤uterunge im Text. 
5 ohne Phosphat 
# Differenz aus Gesamtphosphat (vgl. Tabelle zu Grafik 5) und 
den HP042- -Gehalten 
$ MeÃŸwer (vgl. Tabelle zu Grafik 5) etwas kleiner, aber noch 
innerhalb der Standardabweichung 
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Anhang 4 
Angaben zu den Abbildungen 
Einbettung Nachkontrast Abb. Nr. Fixierung* 
Uranyl + Blei 6 Glu Nanoplast 
Glu + Os 
Glu + Os 
Durcupan 
Durcupan 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
-- 
Uranyl + Blei 
Glu + Os 
Glu + Os 
Glu + Os 
Glu + Os 




Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei Nanoplast Nanoplast 
Glu + Os 




Uranyl + Blei 
Ergebnisteil 3.1 - 3  -2. + 3.1 -3 -4. 
Abb. Nr. Fixierung* Einbettung Nachkontrast 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
19 -- 
20 Glu + Os 
2 1 Glu 
22 Glu 
Nanoplast 
S P ~  
Nanoplast 
Nanoplast 
Glu + Os 
Glu + Uac 
Glu + Os 
Glu + Os 
S P ~  
Nanoplast 
S P ~  
SPW 
-- 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 






S P ~  
-- 
Glu + Os 
Glu + Os 
Nanoplast 
Nanoplast 
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Ergebnisteil 3.2.2. 
Abb. Nr. Fixierung* 
Abb. Nr. 
Glu + Os 
Glu + Os 
-- 











* Die AbkÃ¼rzunge bedeuten: 
FIG = Formaldehyd + Glutaraldehyd (1 + 1) 
Glu = Glutaraldehyd 
Os = oso,  
Uac = Uranylacetat (Blockkontrastierung) 
1 Versuche der Testserie zum Kontrastverlust 
Nachkontrast 
Uranyl + Blei 
-- 
Uranyl + Blei 
Uranyl + Blei 
Uranyl 4- Blei 
Uranyl + Blei 
-- 









H A  
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AbkÃ¼rzunge im Text 


















apparent free space (FlÃ¼ssigkei in der Zellwand) 
kÃ¼nstliche Seewasser-Medium 














mikro-Einstein (diese Einheit wird hier statt 
pmol Photonen verwendet, um Verwechselungen mit den 
Konzentrationsangaben zu vermeiden) 

